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Sammendrag 
Moksonidin er et antihypertensivt legemiddel som i hovedsak utøver sin effekt på type 1 
imidazolinreseptorer (I1R) i hjernestammen. Spesielt gunstig effekt har moksonidin vist i 
kliniske studier på insulinresistente hypertonikere ved å bedre glukosetoleranse og 
insulinsensitivitet. Moksonidin kan derfor være et gunstig legemiddelvalg for pasienter med 
metabolsk syndrom. 
Skjelettmuskel er hovedorganet for glukoseopptak og -forbruk i kroppen. I denne oppgaven er 
det med bakgrunn i dette gjort studier på moksonidinstimulert opptak og oksidasjon av 
glukose og fettsyrer i skjelettmuskelceller i kultur for å undersøke om moksonidins gunstige 
metabolske effekter in vivo delvis kan skyldes direkte effekter på skjelettmuskel ved økt 
opptak og/eller oksidasjon av glukose og/eller fettsyrer. Cellemodellen som ble brukt består 
av humane skjelettmuskelceller isolert fra biopsier fra Musculus obliquus internus abdominis, 
og to nye metoder – 96-brønners substratoksidasjon og ”Scintillation Proximity Assay” – ble 
benyttet. Det ble funnet tendenser til økt opptak av glukose ved stimulering av cellene med 
moksonidin, men ingen effekter på glukoseoksidasjon. Det ble heller ikke funnet effekter av 
moksonidin på opptak eller oksidasjon av fettsyrer. I tillegg ble opptak og oksidasjon av 
glukose studert i myotuber fra mus, uten at noen effekter av moksonidin ble funnet. 
I1-reseptoren er tidligere forsøkt klonet, og dette resulterte i et protein kalt ”imidazoline 
receptor antisera-selected” (IRAS), som til nå er den beste kandidaten for human I1R. I denne 
studien ble real-time PCR og Westernblotting brukt til å detektere IRAS mRNA og protein i 
humane skjelettmuskelceller gjennom differensieringsperioden fra myocytter til 
ferdigdifferensierte myotuber. Vi har funnet at I1R uttrykkes i humane skjelettmuskelceller 
under hele differensieringsperioden. Disse resultatene sammen med effektene på 
glukoseopptak tyder på at moksonidin kan ha en direkte effekt på skjelettmuskel. 
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Forkortelser 
36B4 ”Human acidic ribosomal phosphoprotein PO” 
α2AR Alfa2 adrenerg reseptor 
ABCA ATP-bindende kassett protein A 
aPKC Atypisk proteinkinase C 
ATP Adenosintrifosfat 
bFGF ”Basic Fibroblast Growth Factor” 
BSA Bovint serum albumin 
CA Celleassosiert radioaktivitet 
cAMP Syklisk adenosinmonofosfat 
cDNA Komplementært DNA 
Ci Curie 
CNS Sentralnervesystemet 
Ct Terskelsyklus 
DAG Diacylglyserol 
DEPC Dietylpyrokarbonat 
dH2O Destillert vann 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimetylsulfoksid 
DNA Deoksyribonukleinsyre 
DPBS Dulbeccos fosfatbufret saltløsning 
ECL ”Enhanced Chemiluminescence” 
ECM Ekstracellulær matriks 
EDTA Etylen diamin tetraeddiksyre 
ERK Ekstracellulær signalregulert kinase 
FABPpm ”Membrane fatty acid-binding protein” 
FAT/CD36 ”Fatty acid translocase” 
FATP ”Fatty acid transport protein” 
GAPDH Glyseraldehyd-3-fosfat dehydrogenase 
Gi Inhibitorisk G-protein 
GLUT Glukosetransportør 
GW GW 501516 
HBSS Hanks bufret saltløsning 
HRP ”Horseradish peroxidase” 
I1R Imidazolinreseptor subtype 1 
IR Insulinreseptor 
IRAS ”Imidazoline receptor antisera-selected” 
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IRS Insulinreseptorsubstrat 
JNK c-jun N-terminal kinase 
kDa Kilodalton 
MAO Monoaminoksidase 
MAPK Mitogenaktivert proteinkinase 
mRNA Budbringer RNA 
Mw Molekylvekt 
NGF Nervevekstfaktor 
OD Optisk tetthet 
PBS Fosfatbufret saltløsning 
PC12 Feokromocytomceller 
PC-PLC Fosfatidylkolinselektiv fosfolipase C 
PCR Polymerase-kjedereaksjon 
PDK Fosfoinositidavhengig kinase 
PH ”Pleckstrin homology” 
PI Fosfoinositid 
PI3K Type IA fosfatidylinositol-3-kinase 
PIP3 Fosfatidylinositoltrifosfat 
PKB Proteinkinase B 
PKC Proteinkinase C 
PPAR Peroksisom proliferatoraktivert reseptor 
RNA Ribonukleinsyre 
Rpm Omdreininger per minutt 
RVLM Rostral ventrolateral medulla 
SDS ”Sodium dodecyl sulphate” 
SDS-PAGE ”Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis” 
SEM Standardfeil 
SH2 ”Src homology 2” 
SPA ”Scintillation Proximity Assay” 
TCA Trikloreddiksyre 
TEMED Tetrametyletylendiamin 
T-TBS Tween-trisbufret saltløsning 
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1. Innledning 
1.1 Moksonidin 
Moksonidin (4-kloro-5-(2-imidazolin-2-
ylamino)-6-metoksy-2-metylpyrimidin) er 
et sentraltvirkende antihypertensivum med 
høy affinitet for type 1 imidazolin-
reseptorer (I1R) og lav affinitet for 
α2-adrenerge reseptorer (α2AR) [2]. 
Moksonidin markedsføres i Norge som 
Physiotens® og det nye generiske 
preparatet Moxonidin®. Den høye 
affiniteten av moksonidin til I1-reseptorer i forhold til α2-reseptorer gjør at det betegnes som 
en selektiv imidazolinreseptoragonist [2]. Imidazolinringen som vises til høyre i strukturen 
(figur 1.1) er sentral med hensyn til reseptorbindingsegenskaper; dette blir nærmere beskrevet 
i avsnitt 1.3.1. 
Figur 1.1 Kjemisk struktur av moksonidin [1].
Hovedeffekten av moksonidin består i å redusere perifer sympatisk aktivitet. Dette skjer trolig 
nesten utelukkende ved sentral agonistaktivitet på imidazolinreseptorer i rostral ventrolateral 
medulla (RVLM). Dette området i hjernestammen er sentralt i reguleringen av det sympatiske 
nervesystemet. Reduksjonen av perifer sympatisk aktivitet gir redusert perifer vaskulær 
motstand, det vil si minsket vasokonstriksjon og dermed nedsatt blodtrykk [2]. I tillegg til 
CNS finnes I1-reseptorer i binyremargen, carotisbifurkaturen, nyrene, pankreas, blodplatene 
og muligens i magesekken [2, 3]. 
1.2 Metabolske effekter av moksonidin 
Metabolsk syndrom manifesterer seg som en rekke metabolske risikofaktorer inkludert 
nedsatt glukosetoleranse og insulinresistens, abdominal fedme, hypertensjon og dyslipidemi. 
Disse faktorene tilsammen øker kraftig risikoen for kardiovaskulær mortalitet og morbiditet 
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og utvikling av type 2-diabetes. Den stadig økende forekomsten av disse lidelsene har gjort at 
metabolsk syndrom har blitt en av de største årsakene til morbiditet og mortalitet på 
verdensbasis. En viktig faktor i sykdomsbildet er at muskel, fettvev og lever mister noe av sin 
evne til å respondere på insulin, dette kalles insulinresistens [2]. 
Moksonidin er vist å redusere den sympatiske overaktiviteten som er assosiert med metabolsk 
syndrom og forbedrer dermed pasientenes metabolske profil [2]. 
Sammenlignet med placebo er moksonidin som monoterapi assosiert med signifikant 
forbedring i insulinsensitivitet og fastende blodglukose hos overvektige pasienter med mild 
essensiell hypertensjon [2, 4]. En studie gjort på overvektige pasienter med essensiell 
hypertensjon og nedsatt glukosetoleranse eller diettkontrollert diabetes viste at moksonidin 
bedret insulinsensitiviteten signifikant etter en glukosetoleransetest. Den beste effekten ble i 
denne studien sett på pasienter med hvilepuls på over 80 slag i minuttet (forhøyet sympatisk 
aktivitet) [2, 5]. En annen studie på overvektige hypertonikere viste at 0,2-0,4 mg moksonidin 
per døgn signifikant reduserte plasmainsulinnivået etter glukosetoleransetesting. Denne 
studien viste også et signifikant redusert nivå av plasmaleptin [2, 6]. Leptin er et protein som 
hovedsakelig produseres i fettvev og er involvert i energihomeostase ved at det blant annet 
hemmer apetitten. Leptinnivået er gjerne forhøyet i overvektige pasienter på grunn av en 
resistenstilstand analogt med insulinresistens [7]. 
Studier gjort på rottemodeller av metabolsk syndrom viste at kronisk behandling med 
moksonidin ga nedgang i kroppsvekt, plasmainsulinnivåer og frie fettsyrer. Glukosenivået 
etter glukosetoleransetesting sank også i denne rottemodellen. I tillegg ble det vist i isolert 
skjelettmuskel fra de samme rottene at moksonidin økte den insulinstimulerte 
glukosetransporten. Denne studien viste også at disse effektene ikke er tilstede i normale 
ikke-insulinresistente rotter, hvor hovedeffekten av moksonidin så ut til å være på økte 
insulinnivåer etter glukosetoleransetesting og dermed et lavere glukosenivå [8]. Andre studier 
gjort på liknende rottemodeller har også vist bedret glukosetoleranse med økte insulinnivåer 
etter glukosetoleransetesting, reduserte fastende insulinnivåer, reduserte nivåer av frie 
fettsyrer og redusert matinntak og vekt etter behandling med moksonidin. Her ble det vist en 
økning i uttrykk og insulinstimulert fosforylering av insulinreseptorsubstrat 1 (IRS-1) i lever 
og muskel, og dette kan være en forklaring på den bedrede glukosetoleransen i disse studiene 
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[3, 9, 10]. I tillegg kan brunt fettvev være en medvirkende faktor, da slikt vev uttrykker I1R, 
og viser økt metabolsk aktivitet ved stimulering med imidazolinagonister [3]. 
Tidligere hovedfagsoppgaver utført ved vårt laboratorium har vist tendens til økning i 
glukoseopptak i humane myotuber ved behandling med lave konsentrasjoner (0,1-10 nM) 
moksonidin [11, 12]. 
1.3 I1-reseptoren og intracellulær signalering 
1.3.1 Imidazolinreseptorer 
Imidazoliner er substanser som i strukturen har en eller flere imidazolinringer; aromatiske 
femringer med to nitrogenatomer [3]. Ikke-adrenerge reseptorer for imidazolinsubstanser ble 
først oppdaget i 1984 av Bousquet et al. [13]. En selektiv α2-agonist uten imidazolinstruktur 
(α-metylnoradrenalin) og to α1-agonister med imidazolinstruktur (cirazolin og ST 587) ble 
sammen med klonidin (en α2-agonist med en imidazolingruppe) injisert i nucleus reticularis 
lateralis i hjernestammen på katter. Dette området i hjernestammen er viktig for den 
antihypertensive effekten av klonidin. Studien viste at α-metylnoradrenalin ikke hadde 
tilsvarende antihypertensiv effekt, mens klonidin og de to α1-agonistene hadde 
antihypertensiv virkning [13]. Senere ble det utført bindingsstudier med radioaktive ligander, 
og høyaffinitetsbindingsseter som gjenkjente klonidin og andre adrenerge 
imidazolinsubstanser ble oppdaget i rostral ventrolateral medulla hos storfe [14]. Slike 
nonadrenerge imidazolinspesifikke bindingsstrukturer av I1-type har også blitt lokalisert i 
plasmamembraner hos humane blodplater [15, 16]. Heemskerk et al. lokaliserte I1R mer 
nøyaktig til presynaptiske plasmamembraner i bovin rostral ventrolateral medulla [17]. I1R 
finnes i tillegg i PC12-celler [18]; en kreftcellelinje fra et feokromocytom i binyremargen hos 
rotter [19]. 
Bindingsstudier indikerer at I1R er tilstede i de insulinproduserende Langerhans’ øyer i 
pankreas. Kronisk behandling med moksonidin øker insulinresponsen etter 
glukosetoleransetesting, og akutt eksponering av isolerte Langerhans’ øyer for moksonidin 
promoterer insulinfrigjøring ved høy konsentrasjon av glukose. Denne insulinstimulerende 
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effekten kan ikke være mediert av α2AR, som også er tilstede i Langerhans’ øyer, da disse har 
en sterk hemmende effekt på insulinfrigjøring fra pankreas [3]. 
I1-reseptoren er en imidazolinbindende struktur, men man har også oppdaget selektive 
ligander for imidazolinbindende strukturer som skiller seg fra I1R. I2-strukturer er lokalisert til 
regioner på monoaminoksidase (MAO) som allosteriske bindingsseter, og kan muligens ha en 
hemmende eller stimulerende funksjon på MAO [1]. Det er et faktum at en rekke legemidler 
med imidazolinstruktur har evnen til å stimulere insulinsekresjon fra β-cellene i pankreas og 
det finnes bevis for at denne effekten er mediert gjennom et bindingssete på β-cellene som 
skiller seg fra de tidligere beskrevne I1- og I2-setene. Dette antatte bindingssetet har blitt 
klassifisert som I3 [1, 20]. 
1.3.2 Intracellulær signalering fra imidazolin I1-reseptoren 
Intracellulær signalering som følge av stimulering av den antatte reseptoren I1R har blitt 
undersøkt i flere studier. Den vanligste cellemodellen for studier på I1R-signalering er PC12 
feokromocytomceller. PC12-cellene uttrykker I1R, men mangler α2AR [19]. 
Imidazolinagonisteffekter i PC12-celler inkluderer hydrolyse av fosfatidylkolin til 
diacylglyserol (DAG) og fosfokolin via direkte kobling til og aktivering av 
fosfatidylkolinselektiv fosfolipase C (PC-PLC) [19, 21, 22]. Denne koblingen mellom I1R og 
PC-PLC kan muligens involvere et G-protein [3]. Aktivering av PC-PLC fører også til 
aktivering av de mitogenaktiverte proteinkinasene MAPKp44 og p42, også kalt ekstracellulær 
signalregulert kinase 1 og 2 (ERK-1 og ERK-2) [22]. I tillegg frigjøres arakidonsyre og 
prostaglandin E2 [23]. Edwards et al. har vist at isoformene βII og ζ av proteinkinase C (PKC) 
aktiveres og at ERK-1, ERK-2 og c-jun N-terminal kinase (JNK) aktiveres ved behandling av 
PC12-celler med moksonidin [24]. Flere andre effekter av I1R-agonister er oppdaget, blant 
annet økning av celleantall i PC12-kulturer [24]. Mulige signalveier fra I1R i PC12-celler og i 
RVLM er oppsummert i figur 1.2. 
Muligheten for G-proteinkobling fra I1-reseptoren er omstridt, og det er funnet bevis både for 
og mot kobling til inhibitorisk G-protein (Gi). Det ser ut til at signalering via den klassiske 
fosfatidylinositolselektive fosfolipase C-veien er utelukket, mens hemming av adenylyl 
syklase og dermed cAMP er en mulig signalvei i tillegg til den som foreslås i figur 1.2, selv 
om flere studier også avviser denne teorien [3]. Moksonidin er som forventet vist å hemme 
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cAMP ved å stimulere α2AR i CNS [3], men en studie gjort på PC12-celler har vist 
cAMP-hemmende effekt av en selektiv I1R-agonist (benazolin), og denne effekten kan ikke 
stamme fra α2AR, da PC12-cellene mangler denne reseptortypen [25]. 
 
Figur 1.2 En hypotetisk modell over signalveiene som kan tenkes å bli aktivert av 
moksonidin via I1R i PC12-celler og i RVLM. Moksonidin bindes til den membranbundne 
I1-reseptoren (1). Agonistbindingen aktiverer fosfatidylkolinselektiv fosfolipase C (PC-PLC) 
som videre katalyserer spaltingen av fosfatidylkolin til fosfokolin og diacylglyserol (DAG) (2). 
DAG-lipase kan spalte av arakidonsyre fra DAG (3), og arakidonsyren kan gi opphav til 
prostaglandiner (eikosanoider), eller virke ved å aktivere en isoform av proteinkinase C 
(PKC-ζ) (5). DAG kan også aktivere en annen isoform av proteinkinase C (PKC-βII) direkte 
(4). Aktivering av proteinkinase C kan videre føre til aktivering av mitogenaktivert 
proteinkinase (MAPK) fosforyleringskaskader med blant annet aktivering av ekstracellulær 
signalregulert kinase (ERK) og c-jun N-terminal kinase (JNK) (6). Fosforyleringskaskadene 
fører til slutt til translokering av signalproteiner inn i cellekjernen hvor de kan påvirke blant 
annet celleproliferasjon. Modifisert fra [3]. 
Piletz et al. har klonet et mRNA som koder for et protein på 1504 aminosyrer og 167 kDa, 
kalt ”imidazoline receptor antisera-selected” protein (IRAS). IRAS deler mange egenskaper 
med I1R og ser ut til å være en god kandidat for den faktiske reseptoren [26]. IRAS er ikke 
strukturelt beslektet med α2-adrenerge reseptorer, som binder flere av de samme substansene 
som I1R [26]. Nischarin, et protein oppdaget i 2000 av Alahari et al. [27], er museanalogen til 
det humane IRAS-proteinet [28]. Det er funnet flere tydelige indikasjoner på at 
IRAS/Nischarin enten må være identisk med I1-reseptoren, eller i det minste en funksjonell 
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subenhet av denne [29-31]. Blant annet er IRAS forbundet med de samme signalveier som I1R 
[30], og det er funnet bevis for at IRAS, på samme måte som I1R, er en membranbundet 
mediator av cellesignalering [31]. 
I1R er foreløpig ikke identifisert i skjelettmuskelceller, men IRAS mRNA er identifisert i 
skjelettmuskel fra rotte [32], og har blitt påvist i humane myotuber ved vårt laboratorium [11]. 
1.4 Fett- og glukosemetabolisme i skjelettmuskel 
1.4.1 Insulinstimulert opptak av glukose 
Glukosetransport inn i cellene er mediert gjennom fasilitert transport via spesifikke 
transportproteiner i GLUT-familien. Det er kjent 13 forskjellige GLUT-proteiner, hvorav de 
best karakteriserte er GLUT 1-4. GLUT-1-transportøren er uttrykt i de fleste vev i kroppen, 
og er ansvarlig for basalt glukoseopptak, mens GLUT-4 kun finnes i insulinsensitivt vev, 
hovedsakelig fettvev og skjelettmuskel. GLUT-4 er ansvarlig for det insulinstimulerte 
glukoseopptaket i disse vevene. Insulinstimulering av glukoseopptak er en kompleks og ennå 
delvis ukjent mekanisme som starter med at insulin aktiverer insulinreseptoren. 
Primæreffekten av denne kompliserte prosessen er å promotere translokasjon av GLUT-4 fra 
intracellulære lagre til plasmamembranen [33]. En forenklet versjon av denne mekanismen 
beskrives her: 
Insulinreseptoren (IR) er en reseptortyrosinkinase bygd opp som et heterotetramer bestående 
av to identiske α- og β-subenheter [33]. α-subenhetene hemmer β-subenhetenes 
tyrosinkinaseaktivitet. Binding av insulin til α-enheten fører til at denne hemmingen 
opphører; β-enhetene autofosforyleres og blir aktivert [33, 34]. Insulinreseptorsubstratene 
(IRS) er en familie på fire proteiner som spesifikt interagerer med den fosforylerte 
insulinreseptoren. Denne interaksjonen fremmer fosforylering av tyrosinresiduer på IRS [33]. 
De fosforylerte tyrosinresiduene på IRS kan nå reagere med proteiner med ”src homology 2” 
(SH2) domener. Sentralt blant disse proteinene er p85, som er den regulerende subenheten av 
type IA fosfatidylinositol-3-kinase (PI3K). PI3K finnes i cytosol som en dimer med en 
regulerende enhet (p85) og en katalytisk enhet (p110) [33]. Interaksjonen mellom p85 og IRS 
gjør at p110 bringes til plasmamembranen hvor den katalyserer fosforylering av 
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fosfoinositider (PI) til fosfatidylinositoltrifosfater (PIP3). PIP3 rekrutterer og aktiverer 
signalmolekyler med ”pleckstrin homology” (PH) domener, blant annet fosfoinositidavhengig 
kinase 1 (PDK-1), som videre fosforylerer og aktiverer Akt (også kjent som proteinkinase B, 
PKB) og de atypiske proteinkinase C, PKC-λ og PKC-ζ [33, 34]. Aktivering av Akt/PKB og 
PKC-λ/ζ er viktig for translokering av GLUT-4 fra intracellulære vesikler til 
plasmamembranen [33]. Mekanismene bak glukoseopptak oppsummeres i figur 1.3. 
1.4.2 Glukosemetabolisme 
Etter GLUT-4-mediert opptak av glukose inn i skjelettmuskelcellene kan glukosen under 
aerobe forhold brytes ned via glykolyse i cytosol til pyruvat, for deretter å videre 
metaboliseres i mitokondriene via Krebssyklus og oksidativ fosforylering til CO2 og vann 
samtidig som energi dannes i form av ATP og varme. Alternativt kan glukosen oksideres i 
cytosol via pentosefosfatveien til CO2 og et pentose-5-fosfat-molekyl. Glukosen kan også 
lagres som glykogen eller den kan omdannes til frie fettsyrer (lipogenese) [35]. Som for 
glukoseopptak fremmes både glukoseoksidasjon og glykogensyntese av insulin. 
1.4.3 Fettsyreopptak og -metabolisme 
Langkjedete fettsyrer er en viktig energikilde for cellene. Etter opptak blir fettsyrene oksidert 
i mitokondriene via β-oksidasjon før de brytes ned til CO2 og vann via Krebssyklus og 
oksidativ fosforylering. Eventuelt kan fettsyrene bli lagret i et overskuddslager av 
triglyserider eller andre typer lipider i endoplasmatisk retikulum [36]. Man har lenge antatt at 
langkjedete frie fettsyrer fritt kan krysse plasmamembranen ved diffusjon, men man har nå 
funnet ut at frie fettsyrer i tillegg tas opp i skjelettmuskelceller ved hjelp av 
membranassosierte proteintransportører. Det er funnet tre potensielle 
fettsyretransportørproteiner i humane skjelettmuskelceller: ”Membrane fatty acid-binding 
protein” (FABPpm), ”fatty acid transport protein 1” (FATP-1) og ”fatty acid translocase” 
(FAT/CD36) (figur 1.3) [36-38]. FATP 1-6 er en familie av transportproteiner med seks 
karakteriserte medlemmer i humane celler [36], hvorav FATP-1 er tilstede i skjelettmuskel 
[38]. Insulin er vist å øke fettsyreopptaket via FATP-1, og denne effekten hemmes blant annet 
ved tilsetting av PI3K-hemmere, noe som tyder på at denne signalveien er involvert i 
insulinreguleringen av FATP-1-mediert fettsyreopptak [39]. Fettsyreopptak i skjelettmuskel 
via FAT/CD36 reguleres ved at transportørproteinet translokeres fra intracellulære lagre til 
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celleoverflaten analogt med translokeringen av GLUT-4. Det ser ut til at insulin kan aktivere 
denne mekanismen og dermed ha innvirking på FAT/CD36-mediert fettsyreopptak [36, 40]. I 
tillegg er muskelkontraksjon en viktig faktor som har innvirkning på redistribusjon av 
FAT/CD36 til cellemembranen [40]. 
 
Figur 1.3 En forenklet oversikt over insulinsignalering, glukose- og fettsyreopptak i 
skjelettmuskelceller. aPKC = atypisk proteinkinase C (λ og ζ), FABPpm = ”membrane fatty 
acid-binding protein”, FAT = ”fatty acid translocase”, FATP-1 = ”fatty acid transport protein 1”, 
GLUT-4 = glukosetransportør 4, IR = insulinreseptor, IRS = insulinreseptorsubstrat, 
PDK-1 = fosfoinositidavhengig kinase 1, PI = fosfoinositider, PI3K = fosfatidylinositol-3-
kinase, PIP3 = fosfatidylinositoltrifosfater, PKB = proteinkinase B. 
1.5 Insulinresistens og skjelettmuskel 
Skjelettmuskel står for 70-80 % av kroppens samlede insulinstimulerte glukoseopptak, og er 
derfor naturlig nok svært viktig i utviklingen av insulinresistens [41]. Insulinstimulert 
glukoseopptak i fett- og i særdeleshet muskelvev er helt kritisk for å redusere postprandial 
(etter måltid) blodglukose. Når muskel og fettvev ikke klarer å ta opp tilstrekkelige mengder 
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glukose kombinert med at hepatisk glukoseproduksjon ikke blir tilstrekkelig hemmet i 
respons på økende plasmainsulinnivåer har man en tilstand av insulinresistens. I en slik 
situasjon vil postprandial glukose være forhøyet til tross for normale plasmainsulinnivåer. 
Hvis dette får utvikle seg videre vil det ende med at de insulinproduserende β-cellene i 
pankreas mister sin evne til å produsere insulin og man utvikler type 2-diabetes mellitus [33]. 
Patofysiologien bak insulinresistens involverer et komplekst nettverk av signalveier med 
defekter på mange nivåer. Fettvev spiller en sentral rolle i insulinresistens, og man ser ofte 
høye nivåer av sirkulerende frie fettsyrer fra adipocytter. Frie fettsyrer kan bidra til 
insulinresistens ved å hemme glukoseopptak, glykogensyntese og glukoseoksidasjon. Høye 
nivåer av fettsyrer er også assosiert med blant annet en nedgang i fosforylering av IRS og 
redusert PI3K-aktivitet. Bindeleddet mellom de økte nivåene av sirkulerende fettsyrer og 
insulinresistens er fremdeles uklart, men kan involvere akkumulering av triglyserider og 
metabolitter fra fettsyrer i muskel og lever [34, 41]. 
1.6 Mål for oppgaven 
Moksonidin har i flere in vivo studier vist gunstige metabolske effekter i pasienter og dyr med 
symptomer på metabolsk syndrom, som forbedring i insulinresistens og bedret 
glukosetoleranse. Vi vil i denne oppgaven undersøke om moksonidins kjente metabolske 
effekter in vivo delvis kan skyldes en direkte effekt på opptak og utnyttelse av glukose og 
fettsyrer i skjelettmuskel. 
Tidligere hovedfagsoppgaver utført i vårt laboratorium har vist en svak økning i 
glukoseopptak i humane skjelettmuskelceller i kultur ved behandling av cellene med lave 
konsentrasjoner av moksonidin. Det vil bli brukt to nye metoder (substratoksidasjon og 
”Scintillation Proximity Assay”) for videre å studere moksonidinstimulert opptak og 
oksidasjon av glukose i myotuber, i tillegg til opptak og oksidasjon av fettsyrer. 
Videre vil IRAS mRNA- og proteinuttrykk studeres i differensieringsprosessen fra myocytter 
til myotuber. 
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2. Materialer og metoder 
2.1 Materialer 
Moksonidin var en gave fra Solvay Pharmaceuticals GmbH, Hannover, Tyskland. Kanin-anti-
Nischarin/IRAS polyklonalt antistoff var en gave fra Dr. Abdel A. Abdel-Rahman ved East 
Carolina University, Greenville, NC, USA. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM) + GlutaMAX™-1, Dulbeccos fosfatbufret saltløsning (DPBS) (1x), 
F-10 + GlutaMAX™-1, Fungizone, føtalt kalveserum, Hanks BSS (HBSS) (1x), hesteserum, 
penicillin/streptomycin og trypsin-EDTA (0,05 %) ble kjøpt fra Gibco, Paisley, UK. 
Ultroser® G ble kjøpt fra BioSepra, Division of Ciphergen Biosystems, Inc., Paris, Frankrike. 
Insulin Actrapid® Penfill® 100 IE/ml ble skaffet fra Novo Nordisk A/S, Bagsværd, Danmark. 
Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) ble kjøpt fra Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA. 
Matrigel ble skaffet fra BD Biosciences, Bedford, MA, USA. Bovint serum albumin (BSA), 
D-glukose, dietylpyrokarbonat (DEPC), dimetylsulfoksid (DMSO) Hybri-Max®, 
ekstracellulær matriks (ECM), HEPES, L-Karnitin hydroklorid, oljesyre, palmitinsyre, 
Ponceau S løsning og β-mercaptoetanol ble kjøpt fra Sigma-Aldrich Company, St. Louis, 
MO, USA. GW 501516 ble syntetisert av Calin C. Ciocoiu ved Universitetet i Oslo. 
[1-14C]glukose (55 mCi/mmol) og [U-14C]glukose (5 mCi/mmol) ble skaffet fra American 
Radiolabeled Chemicals, Inc., St. Louis, MO, USA. [1-14C]oljesyre (54,6 mCi/mmol), 
[1-14C]palmitinsyre (57,5 mCi/mmol), [U-14C]deoksyglukose (286,6 mCi/mmol) og 
OptiPhase SuperMix® ble skaffet fra Perkin Elmer®, Boston, MA, USA. Bio-Rad Precision 
Plus Protein™ Dual Color Standard, geit-anti-kanin IgG HRP-konjugat, monomer stamløsning 
(30 % akrylamid/bis-løsning), Protein Assay Dye Reagent Concentrate og 
tetrametyletylendiamin (TEMED) ble kjøpt fra Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, 
USA. Fettfri tørrmelk var en gave fra NorMilk A/S, Levanger, Norge. Enhanced 
Chemiluminescence Western Blotting deteksjonsreagens (ECL™) ble kjøpt fra GE Healthcare, 
Buckinghamshire, UK. Kodak X-Ray fixer og Kodak X-Ray fremkaller ble kjøpt fra 
Carestream Health, Inc., Rochester, NY, USA. Agilent Technologies Lysis Solution, Wash 
Solution og nukleasefritt H20 ble kjøpt fra Agilent Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA. 
TaqMan® Revers Transkriptase reagenser og SYBR® Green PCR Master Mix ble kjøpt fra 
Applied Biosystems, Cheshire, UK. Alle primere (IRAS, 36B4 og GAPDH) ble kjøpt fra 
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Invitrogen™ (www.invitrogen.com). Alle andre kjemikalier brukt var standard kommersielle 
materialer av analytisk kvalitet. 
2.2 Donorkarakteristika 
Satelittceller fra muskelbiopsier av Musculus obliquus internus abdominis (indre skrå 
bukmuskel) fra fem friske frivillige forsøkspersoner (tabell 2.1) var tidligere isolert og ble 
oppbevart i laboratoriet i flytende nitorogen. 
Tabell 2.1 Karakteristika for donorer av humane skjelettmuskelceller 
Donor Kjønn Alder Høyde (cm) Vekt (kg)
LD 15 Kvinne 55 171 85 
LD 18 Kvinne 52 175 68 
LD 20 Kvinne 46 162 57 
LD 25 Kvinne 60 160 Ukjent 
LD 37 Kvinne 35 163 55 
LD = Levende donor  
2.3 Celledyrking 
2.3.1 Utsåing av humane satelittceller 
De humane myotubene brukt i denne oppgaven ble dyrket fra satelittceller, som er 
udifferensierte muskelceller lokalisert i muskelfibrenes tilgrensende vev, i henhold til 
prosedyren beskrevet av Gaster et al. [42]. Under hele dyrkingsprosessen ble cellene visuelt 
undersøkt i mikroskop med jevne mellomrom for å ha kontroll med vekst og differensiering, 
mulige infeksjoner og eventuelle forurensninger i dyrkingsmediet. 
Ved utsåing ble et rør med satelittceller tatt opp fra nitrogentanken og raskt tint i vannbad ved 
37 ºC. Cellesuspensjonen ble overført til et sentrifugerør, og 5 ml utsåingsmedium 
(appendiks) ble tilsatt dråpevis før sentrifugering ved 1800 rpm i 7 minutter. Supernatanten 
(inneholdende cytotoksisk DMSO som bevarer cellene ved nedfrysing) ble fjernet og cellene 
ble resuspendert i 1 ml utsåingsmedium. For beregning av celletetthet ble 50 µl av 
cellesuspensjonen tatt ut til telling og farget med 50 µl 0,4 % trypanblått. Deretter ble resten 
av suspensjonen tilsatt utsåingsmedium til en passende celletetthet (ca. 6000 celler per brønn 
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på 96-brønnersbrett og 50.000 celler per ml på skåler) og cellene sådd ut på ferdigcoatede 
CellBIND® 3300 eller Cytostar-T™ 96-brønnersbrett (100 µl per brønn) eller på skåler med 
diameter 60 eller 100 mm (henholdsvis 2 ml og 4 ml per skål). Skålene ble coatet før utsåing 
med ekstracellulær matriks (ECM) fortynnet 1:75 i DMEM + GlutaMAX™-1. 
2.3.2 Dyrking og differensiering av satelittceller til myotuber 
Etter utsåing ble satelittcellene inkubert ved 37 ºC og 5 % CO2. Utsåingsmediet ble erstattet 
med proliferasjonsmedium (appendiks) etter 24 timer. Proliferasjonsmediet ble skiftet hver 
andre eller tredje dag til cellene nådde 70-80 % konfluens eller begynte å 
spontandifferensiere. På dette tidspunktet ble proliferasjonsmediet byttet ut med 
differensieringsmedium (appendiks) for å stimulere cellene til å differensiere til 
multinukleære muskelfibre (myotuber). Differensieringsmediet ble skiftet hver andre eller 
tredje dag. Flere forsøk innebar forbehandling av noen av cellene med ulike konsentrasjoner 
av moksonidin og PPARδ-agonisten GW 501516 (GW). Disse stoffene ble tilsatt i 
differensieringsmediet på dag 3 og 6 av differensieringen. Detaljert beskrivelse av 
forbehandling blir gitt i respektive figurtekster i del 3 (Resultater). Forsøk på 
ferdigdifferensierte humane myotuber ble alltid utført på dag 7 av differensieringen. 
2.3.3 Utsåing, dyrking og differensiering av skjelettmuskelceller fra 
mus 
Skjelettmuskelceller isolert fra mus av type C57BL/6 (fra AstraZeneca, Mölndal, Sverige) ble 
tatt opp fra nitrogentanken og raskt tint i vannbad ved 37 ºC. Cellesuspensjonen ble overført 
til et sentrifugerør, og 5 ml vekstmedium for museceller (appendiks) ble tilsatt dråpevis før 
sentrifugering ved 2500 rpm i 5 minutter. Supernatanten ble fjernet, og cellepelleten 
resuspendert i 10 eller 20 ml vekstmedium før utsåing i 1-2 BioCoat 75 cm2 ventilerte flasker 
(10 ml per flaske). 
Vekstmedium ble byttet hver andre eller tredje dag og cellene ble splittet en gang. 
Vekstmediet ble da fjernet og cellene vasket med 3 x 4 ml HBSS (1x). Deretter ble cellene 
tilsatt 4 ml trypsin-EDTA og celleflasken satt i inkubatoren i ca. et minutt til cellene var 
løsnet. Det ble banket noen ganger på flasken for å få alle cellene til å løsne fra bunnen. Det 
ble deretter tilsatt 2 x 5 ml vekstmedium for å inaktivere trypsinet, og cellesuspensjonen ble 
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overført til et sentrifugerør før sentrifugering ved 2500 rpm i 5 minutter. Supernatanten ble 
fjernet og cellepelleten resuspendert i 20 ml vekstmedium før utsåing i 2-4 BioCoat 75 cm2 
ventilerte flasker. 
Når cellene nådde 70-80 % konfluens eller begynte å spontandifferensiere ble de sådd ut på 
96-brønnersbrett coatet med matrigel (fortynnet 1:50 i DMEM + GlutaMAX™-1). Cellene ble 
splittet som over, og etter sentrifugering ble cellepelleten resuspendert i 2-3 ml vekstmedium. 
For beregning av celletetthet ble 50 µl av cellesuspensjonen tatt ut til telling og farget med 
50 µl 0,4 % trypanblått. Deretter ble resten av suspensjonen tilsatt vekstmedium til en 
celletetthet på 100.000-200.000 celler per ml, og cellene ble sådd ut (100 µl per brønn). Når 
cellene igjen nådde konfluens ble vekstmediet byttet ut med differensieringsmedium for 
museceller (appendiks). Dette ble byttet etter to dager. Ulike konsentrasjoner av moksonidin 
ble tilsatt i differensieringsmediet på dag 3 av differensieringen, og substratoksidasjonsforsøk 
utført på dag 4. Detaljert beskrivelse av forbehandling blir gitt i figurtekster i del 3 
(Resultater). 
2.4 Opptak og oksidasjon av fettsyrer og glukose 
For å finne mulige direkte effekter av moksonidin på myotubene, ble det benyttet en 
96-brønners substratoksidasjonsmetode, utviklet av Wensaas et al. [43]. Denne metoden gjør 
det mulig å måle mengde glukose eller fettsyrer, radioaktivt merket på ett eller flere 
karbonatomer med 14C, som blir oksidert til 14CO2. I tillegg ble en annen metode benyttet, 
”Scintillation Proximity Assay” (SPA), som også baserer seg på 96-brønnersbrett og 
radioaktivt merkede substrater. SPA-metoden gir målinger i sanntid av 
deoksyglukoseakkumulering i myotubene. Felles for disse to metodene er at man i tillegg får 
målt celleassosiert radioaktivitet samt proteinmengde per brønn. Begge metodene ble utført 
på humane myotuber og substratoksidasjon med [U-14C]glukose ble i tillegg utført på 
myotuber fra mus. 
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2.4.1 Substratoksidasjon 
Etter dyrking og forbehandling av cellene på 96-brønnersbrett ble differensieringsmediet 
byttet ut med forsøksmedium inneholdene ett av følgende alternativer avhengig av hva som 
skulle undersøkes: 
Opptak og oksidasjon av glukose: 
• Radioaktiv glukose - [U-14C]glukose (400 µM, 2 µCi/ml) (14C-merket på alle 
karbonatomene) og 4,6 mM ikke-radioaktiv glukose. 
• Radioaktiv glukose - [1-14C]glukose (36,4 µM, 2 µCi/ml) (14C-merket på karbon 
nummer 1) og 4,6 mM ikke-radioaktiv glukose. 
Opptak og oksidasjon av fettsyrer: 
• Radioaktiv oljesyre - [1-14C]oljesyre (18 µM, 1 µCi/ml) (14C-merket på karbon 
nummer 1), 82 µM ikke-radioaktiv oljesyre, 7,2 µM bovint serum albumin (BSA) og 
1 mM L-Karnitin. 
• Radioaktiv palmitinsyre - [1-14C]palmitinsyre (18 µM, 1 µCi/ml) (14C-merket på 
karbon nummer 1), 82 µM ikke-radioaktiv palmitinsyre, 7,2 µM BSA og 1 mM 
L-Karnitin. 
Alle forsøksmediene ble laget i Dulbeccos fosfatbufret saltløsning (DPBS) tilsatt 10 mM 
HEPES (pH 7,2). Forsøksmediet inneholdt i tillegg ulike konsentrasjoner av moksonidin, GW 
og insulin for akutt stimulering av cellene under forsøket. Dette beskrives nærmere under de 
enkelte forsøkene i del 3 (Resultater). 
Forsøksmediet ble tilsatt cellene (50 µl per brønn), og cellebrettet ble satt sammen med en 
96-brønners filterplate, som på forhånd var fuktet med 1 M NaOH (20 µl per brønn). Denne 
”sandwichen” ble forseglet med en silikonpakning mellom cellebrettet og filterplaten for å 
gjøre den lufttett, og holdt sammen ved hjelp av en platepresse. Platepressen med 
”sandwichen” ble deretter inkubert ved 37 ºC i fire timer. 
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Måling av glukose- og fettsyreoksidasjon til CO2 
Glukose som blir tatt opp i cellene brytes ned via glykolysen, Krebssyklus og oksidativ 
fosforylering til CO2 og vann. Fettsyrer brytes tilsvarende ned via β-oksidasjon, Krebssyklus 
og oksidativ fosforylering. Mengden 14C-merket glukose/fettsyrer som blir tatt opp og 
metabolisert i cellene kan relateres direkte til mengden 14CO2 som blir produsert. 14CO2 ble 
kontinuerlig fanget opp i det basiske miljøet i filterplaten etter som det ble dannet under 
forsøket. Etter fire timers inkubering ble filterplaten fjernet fra cellebrettet og OptiPhase 
SuperMix® tellevæske (40 µl per brønn) ble tilsatt. Radioaktiviteten i filterplaten ble telt i en 
β-scintillasjonsteller (Wallac 1450 Microbeta PLUS®). 
Måling av celleassosiert glukose og fettsyrer 
Celleassosiert (CA) 14C fra glukose/fettsyrer blir her brukt som mål på cellenes opptak av 
glukose/fettsyrer, selv om CA-verdiene ikke gjenspeiler det totale opptaket, men hvor mye 
radioaktivitet cellene inneholder etter forsøket. Totalt opptak vil være høyere, både på grunn 
av oksidasjon og fordi β-oksidasjonsprodukter fra lipidmetabolismen vil gjenfinnes i 
forsøksmediet. Etter fire timers inkubering ble forsøksmediet fjernet fra cellebrettet og 
radioaktiviteten forsiktig vasket bort med 2 x 150 µl fosfatbufret saltløsning (PBS) (1x) 
(fortynnet med dH2O fra 10x PBS, se appendiks). Cellene ble deretter lysert med 200 µl 
0,1 M NaOH. For å måle radioaktiviteten i cellelysatet ble 50 µl homogenisert cellelysat fra 
hver brønn overført til et nytt 96-brønnersbrett og tilsatt 100 µl OptiPhase SuperMix®. 
Radioaktiviteten ble telt i β-scintillasjonstelleren. 
2.4.2 “Scintillation Proximity Assay” 
”Scintillation Proximity Assay” (SPA) er en metode som gjør det mulig å måle akkumulering 
av radioaktivt merkede substanser i sanntid. Cellene dyrkes på 96-brønners SPA-plater 
(Cytostar-T™) som har en innebygget scintillator i bunnen. Radioaktivt merkede substrater 
(her: 14C-deoksyglukose) som taes opp og akkumuleres i cellene vil bli konsentrert nært 
scintillatoren. Disse akkumulerte substratene vil dermed gi sterkere signal enn 
radioaktiviteten i mediet rundt cellene, og man kan på denne måten måle transport av 
radioaktivt merket substrat inn og ut av cellene [43]. 
Etter dyrking av cellene ble differensieringsmediet byttet ut med forsøksmedium laget i 
fargeløst differensieringsmedium (appendiks) tilsatt [U-14C]deoksyglukose (3,5 µM, 
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1 µCi/ml) og 100 µM ikke-radioaktiv glukose. Forsøksmediet inneholdt i tillegg ulike 
konsentrasjoner av moksonidin og insulin for akutt stimulering av cellene under forsøket, 
dette beskrives nærmere i del 3 (Resultater). Forsøksmediet ble tilsatt (50 µl per brønn), og 
brettet ble umiddelbart satt inn i β-scintillasjonstelleren. Hver brønn ble telt i 30 sekunder. 
Telletallene fra denne første målingen (0 timer) ble brukt til å korrigere for 
bakgrunnsaktivitet. Brettet ble videre telt etter 1, 2, 4, og 6 timer og satt i inkubator mellom 
hver telling. Etter 6 timer ble cellene vasket og lysert som beskrevet i forrige avsnitt. For å 
måle radioaktiviteten i cellelysatet ble 50 µl homogenisert cellelysat fra hver brønn overført 
til et nytt 96-brønnersbrett og tilsatt 100 µl OptiPhase SuperMix®. Radioaktiviteten ble telt i 
β-scintillasjonstelleren. 
2.4.3 Måling av totalprotein 
Til å måle totalt proteininnhold i cellelysatet ble det benyttet en metode beskrevet av Bradford 
[44]. Denne metoden baserer seg på at fargestoffet Coomassie Brilliant Blue G-250 bindes til 
proteiner. Bindingen fører til endring i stoffets farge fra rød til blå og en tilsvarende endring i 
absorbsjonsmaksimum fra 465 til 595 nm. Absorbsjon ved 595 nm gir dermed et mål på totalt 
proteininnhold i prøvene [44]. 
Homogenisert cellelysat (50 µl fra hver brønn) fra substratoksidasjonsforsøk eller SPA-forsøk 
ble overført til et nytt 96-brønnersbrett. Det ble laget en standardkurve av BSA (0-120 µg/ml) 
i 0,1 M NaOH som ble tilsatt samme brett. Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate 
(inneholder Coomassie Brilliant Blue, fosforsyre og metanol) ble fortynnet 1:5 i destillert 
vann og tilsatt (200 µl per brønn). Brettet sto i romtemperatur i fem minutter før absorbansen 
ved 595 nm ble målt i Wallac Victor3™ 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer). 
Totalproteinmåling i cellelysat til Westernblotting ble gjort mot en standardkurve på 
0-300 µg/ml BSA i lysisbuffer. 
2.5 Westernblotting 
Westernblotting er en immunologisk metode som brukes til å detektere spesifikke proteiner. 
”Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis” (SDS-PAGE) brukes for å 
separere denaturerte proteiner etter størrelse. Proteinene overføres deretter til en 
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nitrocellulosemembran, og detekteres ved at membranen inkuberes med primærantistoff 
spesifikt for proteinet av interesse (her: IRAS). Videre inkuberes membranen med 
sekundærantistoff som binder primærantistoffet. Sekundærantistoffet er her konjugert med 
enzymet ”horseradish peroxidase” (HRP). Blottet fremkalles ved at membranen inkuberes 
med ECL-reagens og HRP katalyserer omdannelsen av luminol i ECL-reagenset til en form 
som emitterer lys. 
2.5.1 Høsting av celler og prøveopparbeidelse 
Humane myotuber ble dyrket på 60 mm skåler. Skjelettmuskelceller fra hver donor ble høstet 
på fire ulike tidspunkter i differensieringen (dag 0, 2, 5 og 7). Ved høsting ble dyrkingsmediet 
fjernet og cellene vasket med 2 x 1 ml 1x PBS. Cellene ble deretter lysert med 500 µl 
lysisbuffer (appendiks), og skrapt løs fra skålene med en celleskrape. PC12-celler (celler fra 
feokromocytom i binyremargen hos rotter, ATCC – CRL-1721 (originalceller), og en subklon 
av disse (klon 8; Gro Mathisen og Ragnhild Paulsen, upublisert)) ble brukt som kontroll. 
PC12-cellene ble høstet med lysisbuffer og prøveopparbeidet på samme måte som 
muskelcellene. Prøvene ble frosset i eppendorfrør ved -20 ºC. Når alle cellene var høstet 
gjennomgikk de en fryse-tine prosess (-70 ºC/30 ºC på varmeblokk) som ble gjentatt tre 
ganger før prøvene ble sentrifugert i 5 minutter ved 10.000 g og 4 ºC (Hettich Universal 32 R 
sentrifuge). Supernatantene ble tatt vare på til videre prøveopparbeidelse. 
2.5.2 TCA-felling 
Etter måling av totalprotein (2.4.3) ble prøvene felt med trikloreddiksyre (TCA) for å 
konsentrere dem slik at 10-30 µg protein kunne settes på gel for elektroforese. TCA (100 %, 
appendiks) ble tilsatt prøvene i et volum lik 10 % av prøvenes totale volum. Prøvene ble 
deretter blandet godt og satt på is i 30 minutter før de ble sentrifugert i 5 minutter ved 
10.000 g og 4 ºC. Supernatantene ble fjernet og pelletene resuspendert i 1 % TCA (samme 
volum som den originale prøven). Prøvene ble sentrifugert som over og supernatantene igjen 
fjernet. NaOH (0,1 M, 20 µl) ble tilsatt og proteinpelleten løst opp. Samplebuffer (2x, 
appendiks) ble tilsatt (20 µl) og ferdige prøver på 2 µg/µl protein ble laget ved å tilsette 10 % 
(v/v) β-mercaptoetanol, 5 % bromfenolblått (appendiks) og 1x samplebuffer. Prøvene ble til 
slutt kokt i 5 minutter og frosset. Kokingen bidrar (sammen med SDS i samplebufferen) til 
denaturering av proteinene. SDS binder deretter proteinene og gir dem en uniform negativ 
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ladning. β-mercaptoetanol bryter disulfidbindinger i proteinene og hindrer nydannelse av 
slike bindinger, og bidrar på denne måten til denaturering av proteinene. Resultatet av denne 
behandlingen er at proteinene separeres kun etter størrelse under elektroforesen. 
2.5.3 Elektroforese 
Polyakrylamidgel (10 %, appendiks) ble støpt og 200 µl isobutanol tilsatt på toppen av hver 
gel for å beskytte gelen mot oksygen, som hemmer polymeriseringsprosessen, og for å gi en 
glatt overflate. Når gelen var stiv ble isobutanolen skylt av, 4 % stackgel (appendiks) ble støpt 
på toppen og brønner ble laget i denne. 
Prøvene (10-30 µg protein) ble satt på gelen sammen med 5 µl av en molekylvektstandard 
(Bio-Rad Precision Plus Protein™ Dual Color Standard), og elektroforese ble kjørt i 
elektroforesebuffer (appendiks) på 200 V i 2 timer på grunn av IRAS’ høye molekylvekt 
(~210 kDa) [28]. 
2.5.4 Blotting 
Etter elektroforese ble proteinene blottet over på Hybond™-ECL™ Nitrocellulosemembran 
(Amersham Biosciences) ved hjelp av en TE 70 ECL Semi-Dry Transfer Unit (Amersham 
Biosciences). Blottingen ble gjort i blottebuffer (appendiks) ved 32 mA per gel i 2 timer. 
Ferdig blott ble farget i Ponceau S løsning (0,1 %) for å kontrollere at blottingen var 
vellykket, men fargen ble vasket av igjen med destillert vann og T-TBS (appendiks) før 
deteksjon. 
2.5.5 Deteksjon av IRAS 
Membranen ble inkubert med blotto (appendiks) i 60 minutter for å blokkere reaktive grupper 
på nitrocellulosemembranen mot å kovalent binde primærantistoffet. Deretter ble membranen 
inkubert over natten med primærantistoffet (kanin-anti-Nischarin/IRAS polyklonalt antistoff) 
fortynnet 1:200 eller 1:1000 i blotto. Dagen etter ble overskuddet av primærantistoff helt av 
og membranene vasket med blotto i 4 x 10 minutter. Membranene ble deretter inkubert med 
sekundært antistoff (geit-anti-kanin IgG konjugert med HRP, fortynnet 1:3000 i blotto) i 
60 minutter. Sekundært antistoff ble vasket av med blotto i 2 x 5 minutter, og til slutt ble 
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membranene skylt og vasket i T-TBS i 3 x 5 minutter. Membranene ble deretter inkubert i 
ECL-reagens i 1 minutt og eksponert på film (Kodak BioMax MS). 
2.6 Polymerase-kjedereaksjon (PCR) 
2.6.1 Høsting av celler og RNA-isolering 
Høsting og RNA-isolering ble utført under RNase-frie forhold med bruk av hansker og sterilt 
utstyr etter ”Agilent Total RNA Isolation Protocol” (Agilent Technologies). Humane 
skjelettmuskelceller ble dyrket på 100 mm skåler. Ved høsting ble dyrkingsmediet fjernet og 
cellene vasket med 2 x 8 ml 1x PBS (10x PBS fortynnet i DEPC-dH2O, appendiks). Cellene 
ble lysert med 600 µl ”Agilent Technologies Lysis Solution” (tilsatt 500 µl β-mercaptoetanol 
per 50 ml), og cellelysatet overført til eppendorfrør på is. Prøvene ble umiddelbart frosset ved 
-70 ºC. PC12-celler fra rotte (originalceller og subklon, se avsnitt 2.5.1) ble høstet og 
behandlet på samme måte som skjelettmuskelcellene. 
Ved isolering av RNA ble prøvene tint og overført til hver sin ”Agilent Technologies Mini 
Prefiltration Column” med samlerør før de ble sentrifugert ved 16.000 g i 3 minutter (Hettich 
Universal 32 R sentrifuge). Filtratet ble tilsatt likt volum 70 % etanol (fortynnet fra absolutt 
etanol i DEPC-dH2O), blandet godt og satt i romtemperatur i 5 minutter. Fra hver prøve ble 
600 µl overført til hver sin ”Agilent Technologies Mini RNA Isolation Column” med 
samlerør og disse ble sentrifugert ved 16.000 g i 30 sekunder. Filtratet i samlerøret ble kastet 
og kolonnen med RNA satt tilbake for gjentakelse av denne prosessen til prøvene var tomme. 
Hver kolonne ble deretter vasket med 500 µl ”Agilent Technologies Wash Solution” 
(fortynnet 1:5 i absolutt etanol). Kolonnene ble sentrifugert ved 16.000 g i 30 sekunder, 
filtratet i samlerøret ble kastet, og dette trinnet ble gjentatt en gang. Deretter ble kolonnene 
sentrifugert på nytt ved 16.000 g i 2 minutter for å fjerne rester av vaskeløsning. Kolonnene 
med RNA ble overført til ”Agilent Technologies RNase-Free Collection Tubes”, og RNA 
eluert ved tilsetting av 15 µl ”Agilent Technologies Nuclease-Free H2O” til hver kolonne. 
Kolonnene ble satt i romtemperatur i 1 minutt før sentrifugering i 1 minutt ved 16.000 g. 
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2.6.2 Kvantifisering av RNA 
Konsentrasjonen av RNA i prøvene ble kvantifisert ved å måle optisk tetthet (OD) ved hjelp 
av et spektrofotometer (GeneQuant pro RNA/DNA Calculator, Amersham Pharmacia 
Biotech). Fra hver prøve ble det tatt ut 2 µl som ble fortynnet 1:35 i DEPC-dH2O. Prøvene ble 
overført til en kvartskyvette og OD målt ved 260 nm. RNA-konsentrasjonene ble beregnet 
etter følgende formel: 
Konsentrasjon av RNA (µg/µl) = OD260 x 40 x 35 (fortynningsfaktor) 
  1000 
 
En RNA-konsentrasjon på 40 µg/ml gir en OD på 1 ved 260 nm og 10 mm cellelengde. Etter 
OD-måling ble prøvene frosset ved -70 ºC. 
2.6.3 Syntese av cDNA ved revers transkripsjon 
Revers transkripsjon ble utført ved hjelp av ”TaqMan® Reverse Transcription Reagents Kit” 
(Applied Biosystems). Prøvene ble tint på is. ”MicroAmp Reaction tubes” ble tilsatt et volum 
tilsvarende 2 µg RNA per prøve, DEPC-dH2O opp til 7,7 µl, og 12,3 µl TaqMan® 
reaksjonsmiks (appendiks) til et totalt volum på 20 µl per prøve. Et ekstra rør ble laget av en 
av prøvene med DEPC-dH2O i stedet for ”Multiscribe Reverse Transcriptase” som kontroll på 
at isoleringen av RNA var vellykket. Signal i denne prøven etter real-time PCR tyder på at 
genomisk DNA har blitt med i prøven. Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems) ble brukt 
til cDNA-syntesen med følgende betingelser: 25 ºC i 10 minutter (hybridisering av primere til 
templat-RNA), 37 ºC i 60 minutter (cDNA-syntese) og 99 ºC i 5 minutter (inaktivering av 
revers transkriptase). Til slutt ble temperaturen senket til 4 ºC. Prøvene ble brukt direkte i 
real-time PCR, eventuelt frosset ved -20 ºC. 
2.6.4 Real-time polymerase-kjedereaksjon (PCR) 
Prøvene med syntetisert cDNA ble tint på is og fortynnet 1:5 i DEPC-dH2O for PCR av IRAS 
og 1:10 for PCR av husholdningsgenene GAPDH og 36B4. Fra hver av de fortynnede 
prøvene ble 2,5 µl tilsatt sine respektive brønner på en 96-brønners ”MicroAmp Optical 
Reaction Plate” (tre paralleller per prøve per primer), i tillegg ble to brønner per primer fylt 
Materialer og metoder 29
med negativ kontroll (DEPC-dH2O). De resterende 10 brønnene per primer ble fylt med 
standarder (to paralleller av hver). Disse ble laget ved å blande et likt volum fra hver av 
cDNA-prøvene og fortynne denne blandingen 1:5 i DEPC-dH2O for deretter å fortynne videre 
1:2 til en serie på fem konsentrasjoner kalt 1000, 500, 250, 125 og 62,5. Disse standardene ble 
brukt ved kjøring av IRAS. For husholdningsgenene ble en tilsvarende standardkurve laget, 
men fortynnet 1:10. Alle brønnene ble tilsatt 22,5 µl SYBR® Green PCR Master Mix 
(appendiks) med humane primere for enten IRAS, GAPDH eller 36B4 (tabell 2.2), til et 
totalvolum per brønn på 25 µl. Eventuelle luftbobler i brønnene ble fjernet og real-time PCR 
kjørt ved hjelp av ABI PRISM® 7000 SDS (Applied Biosystems). 
Tabell 2.2 Humane primere for real-time PCR. Primere ble designet ved hjelp av Primer 
Express® som tidligere beskrevet [11]. 
Gen Primersekvens Gen Bank nummer 
IRAS F: CGC CGG AGC CTG TTG AC 
R: TGA CGC GAC TAG AGT GGA TCA G 
AF082516 
GAPDH F: TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC 
R: GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG 
M33197 
36B4 F: CCA TTC TAT CAT CAA CGG GTA CAA 
R: AGC AAG TGG GAA GGT GTA ATC C 
M17885 
 
Real-time PCR ble kjørt med følgende betingelser: Inkubering ved 50 ºC i 2 minutter og 
95 ºC i 10 minutter (denaturering av dobbelttrådet DNA) før DNA-amplifisering i 40 sykler 
bestående av 15 sekunder denaturering av dobbelttrådet DNA (95 ºC) og 60 sekunder 
hybridisering av primere til templat-DNA og polymerisering av DNA ved DNA-polymerase. 
SYBR® Green-reagenset inneholder blant annet et fargestoff som fluorescerer ved binding til 
dobbelttrådet DNA. Etter hver syklus med DNA-amplifisering ble fluorescensen målt og 
dermed også mengden kopiert DNA. Mengden amplifisert DNA for hver prøve og hver 
primer, og dermed uttrykket av de forskjellige genene, ble kalkulert av Applied Biosystems 
7000 System SDS® Software ved hjelp av standardkurvene etter at en terskelverdi ble satt. 
Denne verdien representerte den valgte spesifikke fluorescens-intensiteten ved et punkt hvor 
amplifikasjonen av DNA var lineær i alle prøvene ved forskjellige sykler. Krysningspunktene 
til amplifikasjonskurvene til de ulike prøvene med denne terskelen (Ct-verdier) ble 
sammenlignet med Ct-verdiene til standardene og mengden amplifisert DNA-templat i hver 
prøve ble slik kvantifisert. 
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2.7 Databehandling/Statistisk analyse 
Gjennomsnitt fra hvert substratoksidasjons- og SPA-forsøk ble regnet ut fra fire eller åtte 
parallelle brønner for hver behandling. Der annet ikke er angitt er det utført tre uavhengige 
forsøk (n = antall uavhengige forsøk) og data er fremstilt som gjennomsnittet av n ± SEM. 
Statistisk analyse ble utført ved hjelp av SPSS Linear Mixed Model, og p ≤ 0,05 ble ansett 
som statistisk signifikant. 
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3. Resultater 
3.1 Deteksjon av IRAS 
3.1.1 IRAS mRNA i humane skjelettmuskelceller 
IRAS mRNA er tidligere detektert i ferdigdifferensierte humane skjelettmuskelceller fra 
friske og diabetiske donorer i vårt laboratorium [11]. Det var av interesse å videre studere om 
uttrykket av IRAS mRNA endret seg under differensieringen av skjelettmuskelcellene. Det 
ble derfor utført real-time PCR på cDNA syntetisert fra RNA isolert fra skjelettmuskelceller 
fra to donorer og høstet på fire tidspunkter (dag 0, 2, 5 og 7) under differensieringen fra 
myocytter til myotuber. Det ble brukt humane primere for IRAS i tillegg til 
husholdningsgenene GAPDH og 36B4, som ble brukt som endogene kontroller. Figur 3.1 
viser smeltepunktsanalysen (kalkulert av Applied Biosystems 7000 System SDS® Software) 
med SYBR® Green på IRAS-produkt fra alle prøvene, med tre paralleller av hver. 
Smeltepunktskurvene viser kun en topp, som antyder spesifikke primere. Smeltepunktet for 
IRAS-produktet var på ca. 80 ºC, og Ct-verdiene ca. 25-27. 
 
Figur 3.1 Smeltepunktsanalyse av IRAS i humane skjelettmuskelceller. Celler fra to 
donorer ble dyrket og høstet på ulike tidspunkter i differensieringen (dag 0, 2, 5 og 7). 
Total-RNA ble isolert og cDNA syntetisert før real-time PCR med humane IRAS-spesifikke 
primere. Resultatene er vist som temperatur i ºC (x-aksen) plottet mot den negative deriverte 
av fluorescensen (y-aksen). 
Resultater 32
Figur 3.2 viser uttrykk av IRAS mRNA i forhold til henholdsvis GAPDH og 36B4. Verdiene 
for IRAS/GAPDH ved start av differensieringen er normalisert, og de andre fremstilt relativt 
til denne. Det er ingen forskjell i reguleringen av IRAS i forhold til disse to 
husholdningsgenene. IRAS er uttrykt i myocytter (dag 0), og uttrykket av IRAS mRNA ligger 
på samme nivå gjennom differensieringen frem til dag 5, før IRAS mRNA synker med 
30-40 % videre til dag 7. 
 
Figur 3.2 Uttrykk av IRAS mRNA under differensiering av humane skjelettmuskelceller. 
Cellene ble dyrket og høstet på ulike tidspunkter i differensieringen (dag 0, 2, 5 og 7), 
total-RNA isolert og cDNA syntetisert før real-time PCR (n = 2). Gjennomsnittsverdiene fra 
Applied Biosystems 7000 System SDS® Software er fremstilt ± SEM og normalisert relativt til 
IRAS/GAPDH ved start av differensieringen (dag 0). 
3.1.2 IRAS mRNA i PC12-celler fra rotte 
I1R er beskrevet i PC12-celler fra rotte [18], og i denne studien ble PC12-celler brukt som 
kontroll ved Westernblotting. Da PC12-cellene ikke ga proteinbånd rundt den forventede 
molekylvekten til IRAS (210 kDa) i våre Western-forsøk (avsnitt 3.1.3), var det av interesse å 
undersøke IRAS mRNA i de samme cellene. Real-time PCR ble derfor utført på både 
originalceller og subklonen av PC12-celler (se 2.5.1), og det ble brukt de samme humane 
primerene for IRAS, GAPDH og 36B4 som over. Flere topper vistes i smeltepunktsanalysen 
for IRAS (figur 3.3), og det var forskjell mellom originalcellene (figur 3.3 A) og subklonen 
(figur 3.3 B). Primerene så ut til å være mer spesifikke i subklonen i forhold til 
originalcellene, men Ct-verdiene for IRAS-produktet i begge klonenen var høye (ca. 33-35). 
Det antas at den høyeste toppen i smeltekurven representerer IRAS, med smeltepunkt på 
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ca. 78 ºC. Husholdningsgenet GAPDH ga spesifikk primeraktivitet med kun en topp i 
smeltepunktsanalysen, og tilfredsstillende standardkurve, mens 36B4 også ga en topp i 
smeltekurven, men derimot en dårlig standardkurve. 
 
Figur 3.3 Smeltepunktsanalyse av IRAS i PC12-celler fra rotte. Total-RNA ble isolert og 
cDNA syntetisert før real-time PCR med humane IRAS-spesifikke primere. Figurene viser 
smeltekurver av henholdsvis originalceller (A) og celler fra subklonen (B). Resultatene er vist 
som temperatur i ºC (x-aksen) plottet mot den negative deriverte av fluorescensen (y-aksen). 
3.1.3 Deteksjon av IRAS-proteinet 
Reseptorproteinet IRAS er ikke tidligere detektert i humane skjelettmuskelceller. På grunnlag 
av deteksjon av IRAS mRNA under differensieringen av skjelettmuskelceller, var det 
interessant å undersøke om det også var mulig å påvise uttrykk av proteinet. Westernblotting 
ble utført med primært kanin-anti-Nischarin/IRAS antistoff, som detekterer et 210 kDa 
protein i PC12-celler fra rotte [28]. Skjelettmuskelceller ble høstet på dag 0, 2, 5 og 7 av 
differensieringen, og PC12-celler ble brukt som kontroll. Figur 3.4 viser et Westernblot av 
skjelettmuskelcellene høstet på ulike stadier av differensieringen (prøven fra dag 7 var 
degradert) og to ulike PC12-kontroller (begge fra subklon 8). Et kraftig bånd kan sees i alle 
skjelettmuskelcelleprøvene ved ca. 210 kDa (figur 3.4, brønn 4-6). I tillegg ble det detektert 
flere bånd under 100 kDa. Tilsvarende bånd ble funnet ved bruk av en annen donor og ved 
lavere konsentrasjon av primærantistoff (1:1000) (ikke vist). Våre PC12-celler fra subklon 8 
ga derimot ingen bånd rundt 210 kDa (figur 3.4, brønn 2). Det ble prøvd ulike 
fremgangsmåter for å påvise IRAS/Nischarin i PC12-cellene. Cellene ble stimulert med 
nervevekstfaktor (NGF, 50 ng/ml) (figur 3.4, brønn 3), prøvene ble opparbeidet med og uten 
TCA-felling, og originalcellene av PC12-celler ble også brukt (ikke vist). Ingen av disse 
fremgangsmåtene ga noe signal rundt 210 kDa hos PC12-cellene, men derimot ble et tydelig 
bånd ved ca. 70 kDa detektert i disse cellene (figur 3.4, brønn 2-3). 
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Figur 3.4 Westernblot av IRAS under differensiering av humane skjelettmuskelceller. 
Cellene ble dyrket og høstet ved ulike tidspunkter i differensieringen. Totalprotein (30 µg) ble 
applisert på 10 % polyakrylamidgel for elektroforese, blotting og deteksjon. Konsentrasjon av 
primærantistoff var 1:200. Fremkallingstid var ett minutt. IRAS, molekylvekt ca. 210 kDa [28], 
er markert. Brønn 1 – Bio-Rad Precision Plus Protein™ Standard; brønn 2 – ustimulerte 
PC12-celler (subklon 8); brønn 3 – NGF-stimulerte (50 ng/ml) PC12-celler (subklon 8); brønn 
4-6 – skjelettmuskelceller høstet ved henholdsvis dag 0, 2 og 5 av differensieringen. 
3.2 Direkte effekter av moksonidin i skjelettmuskelceller 
Flere studier har vist positive effekter av moksonidin på glukosetoleranse og insulinresistens 
in vivo [2, 4-6], men mekanismene bak disse effektene er ennå ukjent og det er ikke klart om 
moksonidins gunstige effekter kan skyldes en direkte effekt på skjelettmuskelceller. På 
grunnlag av dette og tidligere studier gjort i vårt laboratorium [11, 12], ble det utført forsøk in 
vitro på skjelettmuskelceller der moksonidinstimulert opptak og oksidasjon av glukose og 
fettsyrer ble studert ved bruk av nyetablerte metoder. 
3.2.1 Effekter på glukoseopptak og -oksidasjon 
Moksonidins effekter på opptak og oksidasjon av glukose i humane myotuber ble undersøkt 
ved å utføre 96-brønners substratoksidasjonsforsøk. Cellene var inkubert med moksonidin i 
ulike konsentrasjoner enten i 24 timer før forsøket i tillegg til under forsøkets varighet 
(kronisk behandling), eller kun de 4 timene forsøket varte (akutt behandling). Figur 3.5 viser 
resultatene av celleassosiert glukose fra forsøk på celler fra to donorer med [U-14C]glukose. 
For hvert forsøk har åtte brønner fått lik behandling med eller uten moksonidin og insulin. 
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Akutt behandling (figur 3.5 A) med 3 nM moksonidin uten insulin så ut til å gi en liten økning 
i glukoseopptak, men variasjonen var stor og økningen var ikke signifikant. Det samme gjaldt 
for akutt behandling med 30 nM moksonidin uten insulin. Tillegg av insulin på akutt 
behandling med 30 nM moksonidin så ut til å gi økt effekt på opptak av glukose, mens tillegg 
av insulin på de andre konsentrasjonene av moksonidin ikke ga noen effekt på glukoseopptak. 
Kronisk behandling med moksonidin med og uten tillegg av insulin (figur 3.5 B) ga parallelle 
kurver, hvor moksonidin med insulin ga noe høyere glukoseopptak enn moksonidin alene. 
Begge behandlingene ga en topp ved 3 nM moksonidin. Ingen av behandlingene ga alene 
signifikant økning i glukoseopptak, men ved å slå sammen kronisk og akutt behandling med 
og uten insulin, ga 3 nM moksonidin signifikant utslag i forhold til kontrollen (0 nM 
moksonidin) (p = 0,046). 
 
Figur 3.5 Celleassosiert (CA) glukose etter substratoksidasjon med [U-14C]glukose 
(2 µCi/ml) i humane myotuber. Cellene ble dyrket, differensiert og forbehandlet med 
moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. 
Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i de 4 timene 
forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg er forbehandlet med moksonidin de 
siste 24 timene av differensieringen. Behandling med 100 nM insulin ble kun gjort akutt. 
Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). 
 
Figur 3.6 viser effekter av moksonidin på oksidasjon av glukose etter forsøkene med 
[U-14C]glukose. Også her var det stor spredning i resultatene, og det var ingen effekter av økt 
konsentrasjon av moksonidin på oksidasjon av glukose. Forsøkene viste heller ingen 
insulineffekt. 
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Figur 3.6 Oksidasjon av glukose til CO2 etter substratoksidasjon med [U-14C]glukose 
(2 µCi/ml) i humane myotuber. Cellene ble dyrket, differensiert og forbehandlet med 
moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. 
Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i de 4 timene 
forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg er forbehandlet med moksonidin de 
siste 24 timene av differensieringen. Behandling med 100 nM insulin ble kun gjort akutt. 
Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). 
 
Det ble også gjort substratoksidasjon på ulike donorer med [1-14C]glukose på samme måte 
som med [U-14C]glukose. Her ble hver behandling med eller uten moksonidin og/eller insulin 
gitt i fire eller åtte parallelle brønner i hvert forsøk. Kronisk behandling av myotubene med 
moksonidin ble undersøkt i ett enkelt forsøk på en donor (resultater ikke vist), men dette viste 
ingen effekter av moksonidin. Akutt behandling med moksonidin ble studert i tre forsøk (figur 
3.7). Figur A viser celleassosiert glukose og B viser oksidasjon av glukose til CO2. 
Moksonidin viste ingen klare effekter på verken opptak eller oksidasjon av glukose når 
forsøkene ble slått sammen, men i ett enkelt forsøk viste 30 nM moksonidin en økning både i 
opptak og oksidasjon (resultater ikke vist), men med variasjon mellom parallellene. 
Resultater 37
 
Figur 3.7 Celleassosiert (CA) glukose (A) og oksidasjon av glukose til CO2 (B) etter 
substratoksidasjon med [1-14C]glukose (2 µCi/ml) i humane myotuber. Cellene ble 
dyrket og differensiert før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. Inkubering av 
cellene med moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) ± 100 nM insulin ble gjort akutt, dvs. kun i 
de 4 timene forsøket varte. Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). 
 
I tillegg til humane myotuber ble forsøk med [U-14C]glukose utført på myotuber fra mus. 
Museceller har en raskere metabolisme enn humane celler, og de viser ofte en bedre 
insulinrespons (personlig meddelelse, Nina Pettersen Hessvik). Det var derfor interessant å 
undersøke om musecellene viste respons på stimulering med moksonidin. Forsøkene ble gjort 
på samme måte som med de humane cellene på tre musedonorer. Hver behandling ble gitt i 
fire parallelle brønner per forsøk. Figur 3.8 viser celleassosiert glukose etter henholdsvis akutt 
(A) og kronisk (B) stimulering med moksonidin, og figur 3.9 viser tilsvarende oksidasjon av 
glukose til CO2. Tallmaterialet hadde stor spredning og viste ingen forskjell på opptak av 
glukose ved behandling med verken moksonidin eller insulin i forhold til ubehandlede celler. 
Når det gjaldt oksidasjon av glukose til CO2 så man effekt av insulin, men ingen effekt av 
moksonidin. 
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Figur 3.8 Celleassosiert (CA) glukose etter substratoksidasjon med [U-14C]glukose 
(2 µCi/ml) i myotuber fra mus. Cellene ble dyrket, differensiert og forbehandlet med 
moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 4 av differensieringen. 
Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i de 4 timene 
forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg er forbehandlet med moksonidin de 
siste 24 timene av differensieringen. Behandling med 100 nM insulin ble kun gjort akutt. 
Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). 
 
Figur 3.9 Oksidasjon av glukose til CO2 etter substratoksidasjon med [U-14C]glukose 
(2 µCi/ml) i myotuber fra mus. Cellene ble dyrket, differensiert og forbehandlet med 
moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 4 av differensieringen. 
Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i de 4 timene 
forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg er forbehandlet med moksonidin de 
siste 24 timene av differensieringen. Behandling med 100 nM insulin ble kun gjort akutt. 
Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). 
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”Scintillation Proximity Assay” ble utført på humane myotuber fra tre donorer for å få et 
annet mål på opptak av glukose. [U-14C]deoksyglukose ble akkumulert i cellene uten å 
oksidere til CO2 og denne akkumuleringen ble målt i sanntid. Målinger ble gjort med en eller 
to timers mellomrom fram til siste måling seks timer etter forsøkets begynnelse. Figur 3.10 og 
3.11 viser akkumuleringen av deoksyglukose fra 0 til 6 timer med kun eksponering for ulike 
konsentrasjoner av moksonidin (figur 3.10) og med tillegg av insulin (figur 3.11). Både 
moksonidin og insulin er kun tilsatt cellene akutt. Hver behandling ble gitt i åtte brønner per 
forsøk. I begge figurene er 0 nM moksonidin sammenlignet med henholdsvis 3 nM (A), 
10 nM (B), 30 nM (C) og 100 nM moksonidin (D). Uten insulin så man en liten doseavhengig 
økning i akkumulering av glukose med moksonidin. Spredningen var stor, men skyldes at 
absoluttverdiene i de tre individuelle forsøkene lå langt fra hverandre. Den relative økningen i 
glukoseakkumulering var derimot ganske lik i de tre forsøkene. 
 
Figur 3.10 Akkumulering av deoksyglukose i humane myotuber etter Scintillation 
Proximity Assay (SPA) med [U-14C]deoksyglukose (1 µCi/ml). Cellene ble dyrket og 
differensiert før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. Inkubering av cellene med 
moksonidin (0, 3, 10, 30 eller 100 nM) ble gjort akutt, dvs. kun i de 6 timene forsøket varte. 
Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). Figurene viser kontroll (0 nM 
moksonidin) sammenlignet med henholdsvis 3 (A), 10 (B), 30 (C) og 100 (D) nM moksonidin. 
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I nærvær av insulin så det ut som om det var en hemmende effekt av moksonidin på 
glukoseakkumuleringen. Hvis man ser på effekten av tillegg av insulin på hver enkelt 
moksonidinkonsentrasjon ser det ut som om insulin økte glukoseakkumuleringen litt ved 0 og 
3 nM moksonidin (figur 3.12 A og B), mens effekten var omvendt for 100 nM moksonidin 
(figur 3.12 C) og ikke tilstedeværende ved 10 og 30 nM moksonidin (ikke vist). 
 
Figur 3.11 Akkumulering av deoksyglukose i humane myotuber etter Scintillation 
Proximity Assay (SPA) med [U-14C]deoksyglukose (1 µCi/ml). Cellene ble dyrket og 
differensiert før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. Inkubering av cellene med 
moksonidin (0, 3, 10, 30 eller 100 nM) + 100 nM insulin ble gjort akutt, dvs. kun i de 6 timene 
forsøket varte. Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). Figurene viser kontroll 
(0 nM moksonidin med insulin) sammenlignet med henholdsvis 3 (A), 10 (B), 30 (C) og 100 
(D) nM moksonidin med insulin. 
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Figur 3.12 Akkumulering av deoksyglukose i humane myotuber etter Scintillation 
Proximity Assay (SPA) med [U-14C]deoksyglukose (1 µCi/ml). Cellene ble dyrket og 
differensiert før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. Inkubering av cellene med 
moksonidin (0, 3 eller 100 nM) ± 100 nM insulin ble gjort akutt, dvs. kun i de 6 timene 
forsøket varte. Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 3). Figurene viser tre 
konsentrasjoner av moksonidin (henholdsvis 0 nM (A), 3 nM (B) og 100 nM (C)) 
sammenlignet med den samme konsentrasjonen med tillegg av insulin. 
3.2.2 Effekter på fettsyreopptak og -oksidasjon 
For å undersøke effekter av moksonidin på opptak og oksidasjon av fettsyrer i humane 
myotuber ble substratoksidasjon utført med [1-14C]oljesyre og [1-14C]palmitinsyre på samme 
måte som med glukose. Fire forsøk ble gjort på celler fra tre donorer. Cellene ble eksponert 
for moksonidin både kronisk og akutt som beskrevet tidligere, og i tillegg ble 
PPARδ-agonisten GW 501516 (GW) brukt som positiv kontroll for å kontrollere at metoden 
fungerte som den skulle. Hver behandling ble gitt i åtte brønner per forsøk. Cellene som ble 
behandlet med GW fikk denne behandlingen de siste 4 dagene av differensieringen i tillegg til 
under forsøket. Figur 3.13 viser effekter av ulike konsentrasjoner av moksonidin (A) og GW 
(B) på opptak av oljesyre. GW ga som ventet økt opptak av oljesyre, mens moksonidin ikke 
ga noen effekter på oljesyreopptaket, verken etter akutt eller kronisk behandling. 
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Figur 3.13 Celleassosiert (CA) oljesyre etter substratoksidasjon med [1-14C]oljesyre 
(1 µCi/ml) i humane myotuber. Cellene ble dyrket, differensiert og forbehandlet med 
moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. 
Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i de 4 timene 
forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg ble forbehandlet med moksonidin de 
siste 24 timene av differensieringen. Forbehandling med PPARδ-agonisten GW 501516 
(10 nM) de siste 4 dagene av differensieringen og under forsøket er brukt som positiv 
kontroll. Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 4). 
 
Figur 3.14 viser oksidasjon av oljesyre til CO2 ved behandling med henholdsvis moksonidin 
(A) og GW (B). På samme måte som for opptaket av oljesyre ga GW økt oksidasjon mens 
moksonidin ikke hadde noen effekt på oksidasjon av oljesyre. 
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Figur 3.14 Oksidasjon av oljesyre til CO2 etter substratoksidasjon med [1-14C]oljesyre 
(1 µCi/ml) i humane myotuber. Cellene ble dyrket, differensiert og forbehandlet med 
moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 7 av differensieringen. 
Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i de 4 timene 
forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg ble forbehandlet med moksonidin de 
siste 24 timene av differensieringen. Forbehandling med PPARδ-agonisten GW 501516 
(10 nM) de siste 4 dagene av differensieringen og under forsøket er brukt som positiv 
kontroll. Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 4). 
 
Figur 3.15 og 3.16 viser tilsvarende for palmitinsyre som for oljesyre. Også her ga GW økt 
opptak og oksidasjon av palmitinsyre, mens det ikke var noen effekter av moksonidin. 
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Figur 3.15 Celleassosiert (CA) palmitinsyre etter substratoksidasjon med 
[1-14C]palmitinsyre (1 µCi/ml) i humane myotuber. Cellene ble dyrket, differensiert og 
forbehandlet med moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 7 av 
differensieringen. Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i 
de 4 timene forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg ble forbehandlet med 
moksonidin de siste 24 timene av differensieringen. Forbehandling med PPARδ-agonisten 
GW 501516 (10 nM) de siste 4 dagene av differensieringen og under forsøket er brukt som 
positiv kontroll. Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 4). 
 
Figur 3.16 Oksidasjon av palmitinsyre til CO2 etter substratoksidasjon med 
[1-14C]palmitinsyre (1 µCi/ml) i humane myotuber. Cellene ble dyrket, differensiert og 
forbehandlet med moksonidin (0, 1, 3, 10 eller 30 nM) før analysen ble utført på dag 7 av 
differensieringen. Inkubering av cellene med moksonidin ble gjort enten akutt (A), dvs. kun i 
de 4 timene forsøket varte, eller kronisk (B), dvs. at cellene i tillegg ble forbehandlet med 
moksonidin de siste 24 timene av differensieringen. Forbehandling med PPARδ-agonisten 
GW 501516 (10 nM) de siste 4 dagene av differensieringen og under forsøket er brukt som 
positiv kontroll. Resultatene representerer gjennomsnitt ± SEM (n = 4). 
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4. Diskusjon 
4.1 I1R/IRAS i humane skjelettmuskelceller 
Moksonidin utøver sin antihypertensive effekt ved å stimulere I1-imidazolinreseptorer i 
hjernestammen [2]. I tillegg er I1-reseptorer funnet i flere andre vev fra både mennesker og 
andre dyrearter [2, 3, 15, 18]. I skjelettmuskel er derimot verken I1R eller IRAS-proteinet 
(den til nå beste kandidaten for human I1R) dokumentert. 
IRAS mRNA er derimot påvist i små mengder i skjelettmuskel fra rotte [32], og er ved vårt 
laboratorium identifisert i ferdigdifferensierte myotuber fra friske og diabetiske donorer [11]. 
I denne studien ble IRAS mRNA for første gang påvist i humane skjelettmuskelceller fra 
friske donorer på ulike stadier i differensieringen. Resultatene viste et jevnt uttrykk av IRAS 
fra myocytter til dag 5 i differensieringsperioden, men med et fall i uttrykket fra dag 5 til 7. 
Litteraturen viser flere sterke indikasjoner på at IRAS kan være den faktiske I1-reseptoren, 
blant annet ved kolokalisering av IRAS og I1R i flere vev [32], aktivering av de samme 
signalveiene i celler med nativt uttrykt I1R og celler transfektert med IRAS [30] og det faktum 
at transfeksjon av IRAS i celler som mangler I1R gjør at disse uttrykker ikke-adrenerge 
bindingsseter for imidazoliner [31]. Det er likevel ikke sikkert at IRAS representerer det 
faktiske reseptorproteinet, men det ansees som overveiende sannsynlig at IRAS i alle fall er 
en funksjonell subenhet av reseptoren. 
Real-time PCR ble også utført på PC12-celler. Det ble brukt humane primere, og det er derfor 
med en viss usikkerhet at resultatene fra PC12-cellene kan tolkes. IRAS i rotte er ikke klonet, 
og det er dermed ikke mulig å lage spesifikke primere for IRAS i rotte. PCR på PC12-cellene 
ga flere topper i smeltepunktsanalysen, noe som tyder på uspesifikk binding av primerene, og 
at det dermed har blitt dannet flere DNA-produkter. Smeltepunktsanalysen var forskjellig i de 
to klonene av PC12-celler. Mens originalcellene viste tre topper ga subklonen en bedre 
smeltekurve med en hovedtopp. Det er sannsynlig at den høyeste toppen i 
smeltepunktsanalysene (ved ca. 78 ºC) representerer IRAS, da IRAS i rotte kan ha noe lavere 
smeltepunkt i forhold til i menneske (ca. 80 ºC) dersom det ikke er fullstendig sekvenslikhet 
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mellom templat-DNA og primere. Det er også mulig at IRAS er lite eller ikke uttrykt i disse 
cellene og at produktet er uspesifikt, da Ct-verdiene var svært høye. 
Det ligger ingen automatikk i at uttrykk av IRAS mRNA gir uttrykk av proteinet IRAS. Det 
var derfor svært interessant å undersøke om våre skjelettmuskelceller også uttrykte proteinet 
IRAS, og om proteinuttrykket ble regulert i løpet av differensieringsperioden. Primærantistoff 
utviklet mot Nischarin (IRAS i rotte) ble brukt til å detektere IRAS-proteinbånd i våre 
humane skjelettmuskelceller, da det ikke finnes noe antistoff mot human IRAS. Dette 
antistoffet detekterer et protein på ca. 210 kDa i PC12-celler [28]. PC12-celler ble brukt som 
kontroll i Westernanalysene, men IRAS-bånd rundt 210 kDa ble ikke funnet. Det ble derimot 
detektert et kraftig bånd rundt 70 kDa i både PC12-prøvene og skjelettmuskelcelleprøvene. 
Det er mulig at dette båndet kan representere et spaltningsprodukt av IRAS, men dette krever 
nærmere studier. 
Det ble brukt celler fra to forskjellige opphav av PC12, en original cellelinje og en subklon. 
Subklonen er vist å blant annet ha bedre evne enn originalcellene til adhesjon etter 
serumdeprivasjon og bedre evne til å la seg transfektere (Gro Mathisen og Ragnhild Paulsen, 
upublisert). Det ble også forsøkt å stimulere cellene med nervevekstfaktor (NGF), som skal gi 
økt uttrykk av IRAS/Nischarin i PC12-celler (personlig meddelelse, Abdel A. 
Abdel-Rahman), uten at IRAS ble påvist. Da IRAS-bånd på ca. 210 kDa ble påvist i 
skjelettmuskelcelleprøvene, er det lite sannsynlig at prøveopparbeidelsen er årsaken til det 
manglende proteinbåndet for PC12-celler ved den forventede molekylvekten for 
IRAS/Nischarin, da prøvene ble behandlet likt. PC12-celler er en kommersiell cellelinje som 
brukes verden over, og det kan eksistere genetiske variasjoner mellom PC12-celler brukt i 
forskjellige laboratorier. Det vil derfor være interessant å videre undersøke IRAS-uttrykk i 
humane myotuber mot PC12-celler som har dokumentert uttrykk av IRAS, men det har ikke 
lyktes i denne studien å få tak i disse cellene. Ved deteksjon av bånd for IRAS i 
PC12-kontrollceller vil resultatene for skjelettmuskelcellene bli mer troverdige. Det er likevel 
trolig at proteinbåndene i prøvene fra skjelettmuskelcellene representerer IRAS. Dette er et 
nytt funn som gir ytterligere indikasjoner på at I1R er tilstede i human skjelettmuskulatur. 
IRAS-proteinet ser ikke ut til å bli regulert under differensieringen. Som nevnt over ble det 
vist at IRAS mRNA i humane skjelettmuskelceller reduseres fra dag 5 til 7, men på grunn av 
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manglende data fra dag 7 av differensieringen fra Westernanalysene har vi ikke kunnet påvise 
det samme når det gjelder proteinuttrykket. 
4.2 Metabolske effekter av moksonidin i skjelettmuskel 
Moksonidin har gunstige metabolske effekter, som bedring i insulinsensitivitet, nedgang i 
fastende plasmaglukose og reduksjon av insulinnivå ved glukosestimulering. Dette gjelder in 
vivo i pasienter med metabolsk syndrom eller risikofaktorer for metabolsk syndrom og i 
dyremodeller av metabolsk syndrom [4-6, 8-10]. I tillegg er det vist at isolerte muskler fra 
overvektige, hypertensive rotter behandlet med moksonidin har økt insulinstimulert 
glukosetransport [8]. 
Skjelettmuskel står for 70-80 % av kroppens samlede insulinstimulerte glukoseopptak [41]. 
Det kan ikke utelukkes at en del av moksonidins gunstige metabolske effekter kan stamme fra 
direkte effekter på glukoseopptak og -omsetning i skjelettmuskelceller. Tidligere 
hovedfagsoppgaver utført ved vårt laboratorium har vist tendens til økning i glukoseopptak i 
humane myotuber ved stimulering med lave doser moksonidin (0,1-10 nM) [11, 12]. Det var 
derfor av interesse å bruke nyutviklede metoder for videre å undersøke om moksonidin kunne 
ha effekter på glukoseopptak i humane myotuber. I en tidligere hovedfagsoppgave ble det 
ikke funnet effekt av moksonidin på glykogensyntese [11], og det var derfor også interessant 
å undersøke glukoseoksidasjon, for å se hvordan den økte mengden glukose tatt opp av 
cellene ble metabolisert. 
Moksonidinstimulert opptak og oksidasjon av glukose og fettsyrer ble undersøkt ved hjelp av 
metodene substratoksidasjon og ”Scintillation Proximity Assay”. Disse metodene er gunstige 
fordi de benytter 96-brønners dyrkningsbrett og derfor gir mye informasjon på kort tid. 
Tidligere er opptak av glukose og fettsyrer målt i myotuber dyrket på 6- eller 12-brønnersbrett 
[11, 12]. Disse metodene er ressurskrevende og gir relativt lite informasjon sammenliknet 
med metodene brukt i denne studien. 
4.2.1 Glukoseomsetning 
Glukoseopptak og oksidasjon ble undersøkt med to ulike glukoseisotoper ([U-14C]glukose og 
[1-14C]glukose). De to isotopene omsettes forskjellig i cellene. [1-14C]glukose er glukose som 
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er merket med 14C på karbonatom nummer 1. En betydelig andel av denne glukoseisotopen 
vil få spaltet av det radiomerkede karbonatomet i pentosefosfatveien, som foregår i cytosol og 
er en alternativ metabolismevei til glykolysen. Derfor vil det være høy sannsynlighet for at 
radiomerket CO2 produsert fra [1-14C]glukose kommer fra ikke-mitokondriell oksidasjon. Når 
det gjelder [U-14C]glukose, som er merket med 14C på alle karbonatomene, vil en mindre 
andel av radiomerket CO2 komme fra pentosefosfatveien, og resten komme fra oksidasjon i 
mitokondriene. Ved å bruke disse to isotopene kunne vi få svar på om en eventuell 
moksonidinstimulert glukoseoksidasjon primært skjer i cytosol eller i mitokondriene. 
Behandling med moksonidin ble gjort både kronisk og akutt for å kunne se om eventuelle 
effekter av moksonidin oppsto raskt eller trengte tid på å utvikle seg. Etter akutt og kronisk 
behandling med 3 nM moksonidin ble det observert en gjennomsnittlig økning i opptak av 
[U-14C]glukose på ca. 25 % uten tilstedeværelse av insulin. Med tilstedeværelse av insulin ga 
kronisk behandling med 3 nM moksonidin en gjennomsnittlig økning i glukoseopptaket på 
ca. 45 %, mens denne kombinasjonsbehandlingen ikke ga noen effekt ved akutt behandling 
med moksonidin. Effekten på glukoseopptaket av 3 nM moksonidin var statistisk signifikant 
når alle disse resultatene ble slått sammen, men enkeltvis var spredningen for stor og 
effektene for små til at de ble statistisk signifikante. Effekten av 3 nM moksonidin på 
glukoseopptak er i samsvar med resultatene fra tidligere hovedfagsoppgaver der 
glukoseopptak i myotuber er målt ved hjelp av andre metoder, og den høyeste effekten ble 
målt ved stimulering med 3 nM moksonidin [11, 12]. Det ble ikke sett noen effekter verken av 
moksonidin eller insulin på oksidasjon av glukose (gjelder begge glukoseisotoper), og heller 
ingen effekter på glukoseopptak ved bruk av [1-14C]glukose når alle forsøk ble slått sammen. 
Disse resultatene er vanskelige å tolke, da det generelt var stor spredning i resultatene både 
innenfor hvert enkelt forsøk og mellom parallelle forsøk. Metoden som ble brukt har også 
sine svakheter, blant annet er det vanskelig å vite hvor sikre proteinverdiene er, da disse ofte 
varierte uten noe tilsynelatende mønster. Sett under ett ga cellene dårlig respons også på 
insulin, noe som kan tyde på at det er effekter tilstede som vi ikke har klart å oppdage. 
Det ble også utført substratoksidasjonsforsøk med [U-14C]glukose på myotuber fra mus. 
Musemyotuber har tidligere vist en bedre insulinrespons enn humane myotuber (personlig 
meddelelse, Nina Pettersen Hessvik), og en teori var at disse cellene ville vise bedre respons 
på behandling med moksonidin. Musecellene ga bedre insulinrespons med økt oksidasjon av 
glukose, men dessverre ingen respons på moksonidin. 
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Akkumulering av deoksyglukose i de humane myotubene ble målt ved å utføre ”Scintillation 
Proximity Assay”. Deoksyglukose blir ikke metabolisert videre i cellene etter opptak, men 
blir fosforylert og fanget i cellene slik at akkumulering av radioaktivt merket deoksyglukose i 
cellene kan måles uten at noe metaboliseres. I disse forsøkene var det en tendens til 
doseavhengig stimulering av glukoseopptak med moksonidin. Den største effekten ble 
observert ved behandling med 100 nM moksonidin. Denne konsentrasjonen ble ikke brukt i 
noen av de andre forsøkene. Dosevalgene ble gjort ut fra tidligere studier utført ved vårt 
laboratorium, og de doser av moksonidin som har vist de beste effektene tidligere ble brukt. 
Det er mulig at alle forsøkene burde vært gjort med et bredere spekter av doser. Sett under ett 
er det vanskelig å si noe om hvilke doser av moksonidin som gir de beste effektene på 
glukoseopptak i humane myotuber, da den høyeste responsen har kommet ved ulike doser 
(3-100 nM) i ulike forsøk, uten noe klart mønster. I nærvær av insulin var det i 
SPA-forsøkene en tendens til hemmende effekt av moksondin på glukoseopptak. Ut fra disse 
forsøkene ser det ut som om insulin har en hemmende effekt på moksonidinsignalering, men 
også her er spredningen stor både mellom forsøkene og innenfor hvert enkelt forsøk, så det 
kan ikke legges for mye vekt på disse noe overraskende resulatene. 
Alle forsøkene ble gjort på celler fra friske donorer, og ut fra in vivo studiene som er lagt til 
grunn kunne man tenke seg at det ville være bedre effekt av moksonidin på glukoseopptak og 
-oksidasjon i celler fra diabetiske donorer eller donorer med metabolsk syndrom. Dette ble 
ikke undersøkt i denne studien, men moksonidinstimulert opptak av deoksyglukose er 
tidligere undersøkt i myotuber fra en diabetisk donor uten at det ble observert økt 
glukoseopptak [11]. 
Det er mulig at økt opptak av glukose i skjelettmuskelceller bidrar til moksonidins gunstige 
metabolske effekter in vivo, men moksonidin utøver effekter også andre steder i kroppen som 
har betydning for den samlede gunstige effekten. Moksonidin virker hemmende på sympatisk 
aktivitet, noe som har innvirkning både på skjelettmuskel, lever og fettvev. I tillegg har 
moksonidin en vektreduserende effekt på overvektige pasienter og rotter, muligens knyttet til 
nedgang i leptinnivåer [6]. Det er også vist at moksonidin stimulerer insulinsekresjonen fra 
pankreas (antagelig mediert gjennom I1R) [3]. 
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4.2.2 Fettsyreomsetning 
Sirkulerende frie fettsyrer er et viktig bidrag til utvikling av insulinresistens. Studier gjort i 
rottemodeller av metabolsk syndrom har vist nedgang i plasmanivåer av frie fettsyrer [8-10], 
og det var derfor av interesse å undersøke om skjelettmuskel kunne bidra til denne effekten 
ved å øke sitt opptak og omsetning av fettsyrer. 
Substratoksidasjonsforsøk ble gjort med radioaktiv oljesyre og palmitinsyre, men det ble ikke 
funnet noen effekter av moksonidin på verken opptak eller oksidasjon av oljesyre eller 
palmitinsyre. Dette er i samsvar med tidligere forsøk på opptak av palmitinsyre utført i vårt 
laboratorium. Her ble det brukt en annen metode, og heller ikke her det ble funnet effekter av 
moksonidin [11]. 
Selv om denne studien viser at moksonidin ikke øker opptak eller oksidasjon av oljesyre eller 
palmitinsyre i humane myotuber, er det likevel mulig at moksonidin har en effekt på nivået av 
frie fettsyrer i plasma, men at denne effekten utøves på andre steder i kroppen, for eksempel 
ved å hemme lipolysen i fettvev. Det har også blitt vist at moksonidin øker utrykket av 
ATP-bindende kassett protein A1 (ABCA1) i humane myotuber. ABCA1 er et viktig 
transportprotein i revers kolesteroltransport fra kolesterolrike celler til lever [11]. Denne 
effekten av moksonidin kan muligens være en medvirkende faktor til moksonidins gunstige 
effekter på lipidprofilen in vivo. 
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5. Konklusjon og fremtidsutsikter 
I denne studien ble det vist at IRAS mRNA er tilstede i humane skjelettmuskelceller under 
hele differensieringsperioden, men reduseres fra dag 5 til 7. Tilsvarende ble IRAS-proteinet 
(ca. 210 kDa) detektert i skjelettmuskelcellene under hele differensieringsperioden. Vi har 
dermed funnet tydelige indikasjoner på at I1-reseptoren er tilstede i human skjelettmuskulatur, 
både i myocytter og i ferdigdifferensierte myotuber. 
Videre studier, spesielt på uttrykk av IRAS-proteinet i humane skjelettmuskelceller, vil være 
av interesse. Særlig interessant ville det være å undersøke IRAS-uttrykk i humane 
skjelettmuskelceller mot en PC12-celleklon som har dokumentert uttrykk av IRAS. En 
eventuell nedregulering av IRAS-proteinuttrykket fra dag 5 til 7 i differensieringen, analogt 
med fallet i mRNA-uttrykket i siste del av differensieringen, vil være interessant å undersøke. 
Forsøk på humane myotuber i kultur viste tendens til økt glukoseopptak ved stimulering av 
cellene med moksonidin, med de høyeste effektene ved 3 og 100 nM moksonidin. Disse 
effektene var små, og resultatene varierte mye, både innenfor hvert enkelt forsøk og mellom 
ulike parallelle forsøk. Det er derfor nødvendig med ytterligere studier på dette området for å 
videre utrede muligheten for at moksonidin kan ha direkte effekter på skjelettmuskel, i form 
av stimulert glukoseopptak. Det ble ikke sett noen effekt av moksonidin på 
glukoseoksidasjon, og heller ikke på opptak eller oksidasjon av fettsyrer. 
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Medier til dyrking av skjelettmuskelceller 
Utsåingsmedium – humane celler 
500 ml DMEM + GlutaMAX™-1 
50 ml Føtalt kalveserum 
2,5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml/10.000 µg/ml) 
2,5 ml Fungizone® (250 µg/ml amfotericin B) 
Proliferasjonsmedium – humane celler 
500 ml DMEM + GlutaMAX™-1 
10 ml Føtalt kalveserum 
10 ml Ultroser® G 
2,5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml/10.000 µg/ml) 
2,5 ml Fungizone® (250 µg/ml amfotericin B) 
Differensieringsmedium – humane celler 
500 ml DMEM + GlutaMAX™-1 
10 ml Føtalt kalveserum 
2,5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml/10.000 µg/ml) 
2,5 ml Fungizone® (250 µg/ml amfotericin B) 
25 pmol Insulin (21 µl av 1000 ganger fortynnet Actrapid® Penfill® 0,6 mM) 
Vekstmedium – museceller 
400 ml F-10 + GlutaMAX™-1 
100 ml Føtalt kalveserum 
2,5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml/10.000 µg/ml) 
25 µl 0,1 mg/ml Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) løst i 10 mM Trisbuffer 
(pH 7,6) 
Differensieringsmedium – museceller 
500 ml DMEM + GlutaMAX™-1 
10 ml Hesteserum 
2,5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml/10.000 µg/ml) 
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Løsninger til substratoksidasjon og SPA-forsøk 
10x Fosfatbufret Saltløsning (PBS) 
80 g NaCl 
29 g Na2HPO4 
2 g KH2PO4 
2 g KCl 
Destillert vann til 1 l 
pH justeres til 7,2-7,4 med HCl. 
Fargeløst differensieringsmedium 
8,3 g DMEM basepulver 
3,7 g NaHCO3 
20 ml Føtalt kalveserum 
20 ml 200 mM L-glutamine 
5 ml Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml/10.000 µg/ml) 
5 ml Fungizone® (250 µg/ml amfotericin B) 
50 pmol Insulin (42 µl av 1000 ganger fortynnet Actrapid® Penfill® 0,6 mM) 
110 mg Natriumpyruvat 
Destillert vann til 1 l 
pH justeres til 7,2-7,3. Sterilfiltreres. 
Westernblotting 
Lysisbuffer 
100 mM Natriumcitrat 
1 mM Na2EDTA 
1 % (w/v)  n-oktyl-β-D-glukopyranosid 
1 Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail tablet per 10 ml buffer 
100 % TCA 
100 g Trikloreddiksyre (TCA) 
Destillert vann til 100 ml 
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2x Samplebuffer 
6,25 ml 0,5 M Tris-Cl, pH 6,8 
5 ml 10 % SDS 
7,5 ml 100 % Glyserol 
Destillert vann til 50 ml 
Bromfenolblått 
0,5 % Bromfenolblått 
Løses i 10 % etanol 
10 % Polyakrylamid gel (2 geler) 
5,23 ml Destillert vann 
3,25 ml Gelbuffer (1,5 M Tris-Cl, pH 8,8) 
4,33 ml Monomer stamløsning (30 % akrylamid/bis-løsning) 
130 µl 10 % SDS 
65 µl 10 % Ammonium persulfat (APS) 
6,5 µl Tetrametyletylendiamin (TEMED) 
Innholdsstoffene blandes i et rør. APS og TEMED tilsettes sist og røret vendes noen ganger 
til alt er godt blandet. Brukes umiddelbart. 
4 % Polyakrylamid stackgel (2 geler) 
6,1 ml Destillert vann 
2,5 ml Stackgelbuffer (0,5 M Tris-Cl, pH 6,8) 
1,3 ml Monomer stamløsning (30 % akrylamid/bis-løsning) 
100 µl 10 % SDS 
50 µl 10 % Ammonium persulfat (APS) 
10 µl Tetrametyletylendiamin (TEMED) 
Innholdsstoffene blandes i et rør. APS og TEMED tilsettes sist og røret vendes noen ganger 
til alt er godt blandet. Brukes umiddelbart. 
Gelbuffer (1,5 M Tris-Cl) 
45,3 g Tris base 
Destillert vann til 250 ml 
Sterilfiltreres og avgasses. pH justeres til 8,8 med HCl. 
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Stackgelbuffer (0,5 M Tris-Cl) 
15,1 g Tris base 
Destillert vann til 250 ml 
Sterilfiltreres og avgasses. pH justeres til 6,8 med HCl. 
10 % SDS 
10 g SDS 
Destillert vann til 100 ml 
10 % Ammonium persulfat (APS) 
5 g Ammonium persulfat 
Destillert vann til 50 ml 
Elektroforesebuffer 
7,6 g Tris base 
36 g Glycine 
2,5 g SDS 
Destillert vann til 2,5 l 
Blottebuffer/Towbinbuffer 
3 g Tris base 
14,4 g Glycine 
1 g SDS 
200 ml Metanol 
Destillert vann til 1 l 
T-TBS (Tween-trisbufret saltløsning) 
2,42 g Tris base 
11,68 g NaCl 
1 ml Tween 20 
Destillert vann til 2 l 
pH justeres til 7,5 med HCl. 
Blotto 
25 g Fettfri tørrmelk 
500 ml T-TBS 
Varmes og filtreres gjennom Whatman 4 filterpapir. 
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Polymerase-kjedereaksjon (PCR) 
0,1 % DEPC-dH2O 
1 ml Dietylpyrokarbonat (DEPC) 
Destillert vann til 1 l 
Settes på magnetrører i en time i romtemperatur og autoklaveres. 
TaqMan® Reverse Transcription Reaction Mix (Per rør) 
2,0 µl 10x TaqMan® RT Buffer 
4,4 µl 25 mM MgCl2 
4,0 µl 10 mM dNTP mix 
1,0 µl 50 µM Oligo d(T)16 
0,4 µl 20 U/µl RNase inhibitor 
0,5 µl 50 U/µl Multiscribe Reverse Transcriptase 
SYBR® Green PCR Master Mix (Per brønn) 
9,5 µl DEPC-dH2O 
0,25 µl Forward Primer (30 µM) 
0,25 µl Reverse Primer (30 µM) 
12,5 µl 2x SYBR® Green PCR Master Mix 
 
